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RESUMEN

La composicion esterificada de la astaxantina de langostilla (AxLg), Pleuroncodes planipes,
en la dieta de la trucha arcoiris, Oncorhynchuss mykiss, puede limitar la pigmentacion
muscular de dichos peces.

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecte de la AxLg en el alimento de la
trucha sobre el depdsito del carotencide en el musculo y la pigmentacién del tejido en
relacion al tiempo de ingestidon, vy sobre algunos parametros fisioldgicos de los peces en
comparacidn con otras fuentes comerciales de astaxantina.

El estudio fue hecho en dos experimentos: A) En condiciones de laboratorio por 6 semanas,
con los tratamientos: TI, con AxLg (92% esterificada); T2, con astaxantina de levadura,
Phaffia rhodozyma (AxLv); con Ax siniética (AxS) (Carophyll Pink) (0% esterificada), y un
grupo testigo (T4). B) En condiciones piloto por 8 semanas, con tres tratamientos
experimentales (T1, T2, T3) con 50, 75 y 100 mg/kg de AxLg en la dieta, respectivamente; un
tratamiento con los carotenoides sintéticos astaxantina y cantaxantina {(Ax-Cx) (0%
esterificados) (T4), v un grupo testigo (T5). En ambos ensayos se utilizaron truchas
inmaduras (de 200 a 400g). A las 0, 3 vy 6 semanas (en A) 6 alas 0, 2, 4, £ y 8 semanas {en B),
se hizo el andlisis cualitativo y cuantitativo de los carotenoides en el musculo; se calcularon:
tasa de deposito de la Ax, color muscular (a*, rojicidad;, b*, amarillo; L*, luminosidad),
tonalidad (H%p) y croma (C*). Al término del estudio se calculd la tasa especifica de
crecimiento (TEC), factor de conversion alimenticia (FCA) y mortalidad.

La astaxantina fue encontrada en el musculo sélo en forma libre. La tasa de depdsite de la
AxLg en las primeras semanas fue menor que la observada con AxS, v a partir de la tercera
semana ambas tasas fueron semejantes. En el experimento de laboratorio, el depdsito de
astaxantina en el masculo en T1 fue 3.68%0.75 mg/ke, semejante (P>0.05) al alcanzado en T2
(3.5420.63 mg/kg) y 38% menor que el obtenido en T3 (5.91+1.36 mg/kg); mientras que a* en
T1 fue solo 12% menor que en T3. En el experimento piloto, los depésitos de Ax en el
musculo en los tratamientos experimentales T1, 4.32+1.01 mg/kg; T2, 4.77+0.81 mg/kg; T3,
5.20x1.11 mg/kg, fueron semejantes (P>0.05) al obtenido con Ax-Cx (5.19+0.74) (T4). Los
niveles de a* en los 4 tratamientos fueron semejantes (P>0.05) entre si y diferentes (P<0.01) al
obtenido en T5. Los resultados de TEC, FCA y mortalidad al finalizar ambos experimentos
fueron semejantes (P>0.05) a los del grupo testigo.

Se concluye: i) la AxLg en la dieta de la trucha posee el mismo efecto pigmentante que la
AxLyv 2 las € semanas y que la AxS a las 8 semanas, i) La adicién de AxLg y su

concentracién en la dieta no influyen sobre la TEC, el FCA y mortalidad de la trucha de 200 a
400g.



ABSTRACT

The esterified composition of langostilla, Pleuroncodes planipes. astaxanthin (LgAx) in the
diet of rainbow trout, Oncorhyrchuss mykiss, can be a limiting factor in the muscle
pigmentation of these fish.

The aim of the study was to determine whether carotenoid deposition, muscle pigmetation,
and other physiological parameters in the fish are influenced by dietary LgAx and time of
feeding. Two experiments were done: A) under laboratory conditions, where a diet
supplemented with LgAx (92% esterified, T1) was tested for 6 weeks versus the yeast,
Phaffia rhodozyma, astaxanthin (Yax, T2) and synthetic astaxanthin (Sax, T3) (Carophyll
Pink) (0% esterified) in parallel with a control fed without Ax. B) under pilot conditions,
where three feed inclusion levels of LgAx (30, 75, and 100 mg/kg, T1, T2, T3, respectively),
a synthetic mixture astaxanthin-canthaxanthin (Ax-Cx, T4), and a conirol feed (TS) were
tested for 8 weeks. Both experiments included sexualy immature trout from 200 to 400g. At 0,
3 and 6 weeks or 0, 2, 4, 6 and 8 weeks, cualitative and cuantitative analyses of muscle
carotenoids were carried out, and muscle color (a*, redness; b*, yellowness; L*, lightness),
hue (H%s), and chroma (C¥), were measured. Specific growth rate (SGR), feed conversion
(FC), and mortality were calculated at the end of the experiment.

Only free Ax was found in the muscle. The first 3 weeks deposition rate of the LgAx was less
than SAx, but after the third both were similar. Under laboratory conditions, muscle Ax
content of fish from T1 was 3.68+0.75 mg/kg similar (P>0.05) to that in T2 (3.54£0.63
mg/ke), and 38% lower than fish from T3 (5.91£1.36 mg/kg). Nevertheless, muscle redness
(a*) in T1 was only 12% lower than a* in T3. Under pilot test conditions, the muscle
carotenoid content in experimental fish (T1, 4.32+£1.01 mg/kg; T2, 4.77+£0.81 mgkg;, T4,
5.20+1.11 mg/kg were similar (P>0.05) to that in T4 (5.19£0.74 mg/kg). Redness (a*) levels in
T1, T2, T3 and T4 were all similar but difterent (P<0.01) to T5. At the end of the experiments
there were no significant differences (P>0.05) in specific growth rate, feed conversion or
mortality between the experimental treatments and control groups.

It was concluded: 1) the pigmenting effect of LgAx at six weeks is similar to that with YAx and
to SAx at eigth weeks. ii) given that LgAx is metabolized more slowly, the most appropriate
inclusion level of I.gAx in the feed to achieve a good muscle color is 75 mg/kg. iv) neither the
addition of LgAx nor its concentration in the diet affect the SGR, FC or mortality of the trout
ranging from 200 to 400g.
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1. INTRODUCCION

La coloracidn de muchos organismos acudticos es atribuida principalmente al contenido de
carotenoides en sus tejidos. La astaxantina (3,3’-dihidroxi-4,4’-diceto-B, [f-caroteno), un
oxicarotenoide derivado deif [-caroteno, es entre ellos, el compuesto més abundante y
ampliamente distribuido en dicho ambiente (Goodwin, 1954). En particular, el color rojo del
musculo y de la piel de los salménidos silvestres, es producido por el depdsito de este

carotenoide ¢l cual es incorporado a partir de la dieta (Steven, 1948).

Entre las familias de peces de mayor importancia comercial se encuentran los salménidos.
La coloracién de su carne representa un pardmetro importante en ¢l control de calidad de la
misma, determinando el valor comercial del producto (Goodwin, 1986; Latscha, 1990). Por esta
razén, investigadores y tecndlogos se abocaron en las Gltimas décadas a la busqueda de fuentes
de astaxantina para su aplicacidén en la produccion intensiva tanto de salmones como de la
trucha arcoiris. Entre las fuentes naturales, los organismos maés utilizados para este proposito
fueron los crustdceos. La incorporacién de estos organismos como el camarén, Penaeus
Japonicus (Peterson et al., 1966; Saito y Regier, 1971; Kamata 1977, Choubert y Luquet, 1983),
la langostilla, Pleuroncodes planipes (Spinelli y Mahnken, 1978), el krill, Euphasia sp. (Scott et
al., 1994), el acocil, Procambarus clarkii (Chen et al., 1984; Omara-Alwala ef al., 1985), a las
dietas en forma fresca o deshidratada, produce pigmentacidn de la carne de diferentes niveles de
intensidad. Sin embargo, una desventaja importante del empleo directo de estos organismos es
el alio contenido de minerales que dificulta la formulacién de alimentos balanceados v la
integridad de los peletizados (Meyers y Rutledge, 1971), factores que influyen en la buena

pigmentacién de los peces (Torrissen ef ai., 1989).

Con el mismo propdsito, también fueron empleadas algunas fuentes vegetales como las
flores de cempaztchitl, Tageres erecta, y la calabaza, Cucurbita maxima (Lee et al., 1978;
Vernon er al., 1994), ambas con alto contenido de luteina; el alga Spiruling sp. (Choubert,
1979), cuyo principal carotenoide es el B-caroteno; el alga, Haematococcus pluvialis (Peterson

et al., 1966), y la levadura, Phaffia rhodozyma, fuentes importantes de astaxantina y cuya



eficiencia en la pigmentacién de saimdnidos fue demostrada por Johnson er al. (1977) y

Binkowski ef al. (1993).

Al margen de la funcidn pigmentante de la astaxantina v ofros carotenoides como la
cantaxantina {4,4’-diceto-B3,B-carotenc), los conocimientos sobre su metabolismo en los
salmonidos son escasos y relativamente nuevos. Uno de los conceptos més importantes en
cuanto a la utilizacién metabodlica de la astaxantina se refiere a la biodisponibilidad del
compuesto. En una investigacién preliminar en la que después de purificar las fracciones Iibre y
esterificada de astaxantina del copépodo, Calanus finmarchicus, Torrissen y Braekkan (1979),
demosiraron que la astaxantina libre es més rdpidamente absorbida con respecto a la
esterificada. Estudios posteriores en los que se emplearon astaxantina sintética confirmaron
dicho resultado (Schiedt ef al., 1985; Foss ef al.,, 1987; Torrissen et al., 1989). Los autores
seflalan que previa a la absorcién, la fraccion esterificada debe ser hidrolizada mediante
esterasas especificas, razén por la cual, esta forma de astaxantina es menos eficiente para fines
de pigmentacion. Escasos antecedentes como los trabajos de Kamata, (1977) v Mori et al.
(1989), demosiraron que la astaxantina esterificada de crusticeos es mejor absorbida que la
astaxantina libre. Los autores atribuyen tfal efecto, a la asociacion del pigmento con lipidos u

otros compuestos que podrian facilitar su aprovechamiento.

Con la aparicién de la astaxantina sintética (Carophyll Pink), fue posible ampliar los
conocimientos sobre el metabolismo del carctenoide. Las primeras investigaciones sobre la
utilizacion de los diferentes isémeros de la astaxantina pertenecen a Schiedt ef al. (1981), y
Storebakken ef al. (1985), quienes aftirman que no existe epimerizacién metabolica de la
astaxantina en el salmén del Atlantico, de tal forma que se deposita en e! muscule conservando
la misma naturaleza isomérica que en la dieta. En contraste, Arai e al. (1987), establecieron que
los isdémeros Z de la astaxantina del krill del Antartico, son depositados en el misculo del
salmén coho en proporciones de sélo 3 a 8%, lo que permite suponer que la absorcién del
carotenoide en dichos peces es selectiva, Publicaciones més recientes confirmaron dicha

hipétesis al demostrar que los isémeros épticos v geométricos del carotenoide son distribuidos



selectivamente en los diferentes tejidos de la trucha arcoiris {Bjerkeng ef af., 1997; Osterlie ef

al., 1999).

La absorcién del pigmento es lievada a cabo en la pared intestinal, de donde es transportado
a los diferentes tejidos como piel, muisculo y gdnadas por las diferentes fracciones de las
lipoproteinas del suero (March er al., 1990; Choubert ef al., 1994a), principalmente por la
fraccion de alta densidad (HDL) (Nakamura et of., 1985). Se ha observado por ¢jemplo que
durante la madurez sexual del salmén, Oncorhynchus keta, estas lipoproteinas movilizan el
carotenoide del musculo hacia los ovarios (Nakamura ef al., 1983; Gobantes ef al., 1998). Otros
compuestos como las lipovitelinas, pueden también participar en el trasladc del carotenoide

hacia otros tejidos como piel, ovarios y évulos {Ando vy Hatana, 1991).

El depésito de la astaxantina en los tejidos fluctia en los diferentes estadios de desarrollo,
siendo mds intenso en los individuos sexualmente inmaduros (Bjerkeng ef al, 1992), en los
cuales, el musculo es el principal tejido depositario (Kitahara, 1983; Schiedt e al., 1985;
Torrissen y Torrissen, 1985; Gobantes ef al., 1998). Ademds de!l estado fisioldgico de los peces,
otros factores intrinsecos como ia edad (Spinelli y Mahnken, 1978), las caracteristicas genéticas
de las poblaciones (Torrissen y Naevdal, 1984; Choubert y Blanc, 1985; McCallum ef 4/,
1987), v factores exdgenos como la composicién de los carotenoides en la dieta (Torrissen,
1985; Hardy er al., 1987; Latscha, 1990), su concentracion (Torrissen er al., 1989; Bjerkeng et
al., 1990), el tiempo de ingestién del pigmento (Choubert v Luquet, 1982), la temperatura del

agua (No y Storebakken, 1991), pueden afectar el metabolismo de los carotencides en los

salmodnidos.

En condiciones de cautiverio el contenido de astaxantina ¢n el misculo puede oscilar de 1.4
a 19.3 mg/kg (Bjerkeng ef al., 1992), mientras que en la naturaleza se han registrado
concentraciones hasta de 25 mg/kg en ejemplares de tamafio mayor a 1.5 kg (Schiedt ef al.,
1981). La retencion del carotencide en el musculo es favorecida durante la etapa previa a la
madurez sexual, en la que el pigmento es relativamente estable y no expuesto a metabolismo

una vez depositado en el tejido (Torrissen er al, 19935). Dicho pardmetro en esta etapa



fisioldgica es de 4% a 8% como corresponde a los célculos de Schiedt ef al. (1985), en la trucha
arcoiris, Oncorhynchus mykiss, de 200 a 250g de tamafio. En los diferentes estadios fisioldgicos
de los organismos, la astaxantna puede sufrir modificaciones estructurales durante su
metabolismo. Por ejemplo, se ha observado que durante la migracién anddroma del salmén del
Atldntico, Saimo salar, el pigmento muscular es transformadoe en zeaxantina para ser depositado
en la piel (Al-Khalifa y Simpson, 1988). Este hecho atrajo la atencidn de algunos investigadores
por su posible relacién con el proceso reproductivo. En la trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss,
dicha conversion es menos frecuente. Un antecedente al respecto es la investigacion de Schiedt
ef al. (1986), quienes afirman que el pigmento puede ser convertido en di-epoxineoxantina via
la zeaxantina como compuesto intermediario. A su vez, en la wrucha café, Salmo fruita, v en
truchas del género Salvelinus sp. la astaxentina del musculo es rapidamente reducida en
zeaxantina via la idoxantina (Ando ef al., 1989). Dicha conversién es atribuida en primera
instancia a la ingestién de astaxantina esterificada (Schiedt er al., 1986), vy a la capacidad

enzimatica de algunos organismos (Ando ef al., 1989).

El particular papel funcional de la astaxantina en el musculo de los salmonidos, asi como su
mecanismo de asociacidon bioquimica con la miosina, aim permanecen oscuros. Henmi er af.
(1589), citado por Storebakken y No (1992), sostienen que el anillo B-ionona del carotenoide es
posiblemente atraido por un sitio hidrofébico no especifico de la superficie de la actomiosina,
en el que podria establecerse la union con los dtomos de oxigeno del pigmento mediante enlaces
débiles de hidrdgeno. Esta hipotesis explicaria el hecho de por qué existe una mayor retencién
de la astaxantina en el musculo, comparado al de otros carotenoides como la cantaxantina o
luteina (3,3"-dihidroxi-a-caroteno), en cuyas estructuras existen menor ntmero de 4dtomos de
oxigenc. Por consiguiente, la coloracidn del musculo de estos organismos, singular
caracteristica de la familia, es una consecuencia directa de la composicién de los carotenoides

ingeridos con la dieta (Torrissen ef al., 1989).



1.1. Kl carotenoide astaxantina

o fue aisiado por primera vez por Khun y Leders en 1933, a partir de huevos
del decapodo, Homarus americanus, (Karrer y Jucker, 1950). Los investigadores creyendo en
primera instancia que tal molécula correspondia a una modalidad estructural del carotenoide
astaceno (3,3°,4,4 -tetra-ceto-B,B-caroteno), le asignaron provisionalmente ¢l nombre de
“ovoésier”. Afios mas tarde, en 1938, Khun y S&rensen aislaron el mismo compuesto de otro

decédpodo, Astacus gammarus, al que describieron y asignaron el nombre de astaxantina (Karrer
y Jucker, 1950; Johnson, 1991).

i B -1

La astaxantina (3,3’-dihidroxi-4,4’-diceto-f3,B-caroteno), cuya formula molecular es
C,oHnO4, se distingue por una cadena poliénica de once dobles enlaces conjugados,
responsables del intenso color rojo brillante del croméforo. Presenta un anillo ciclico en cada
extremo de la molécula, un grupo funcional hidroxilico en cada uno de los carbonos 3 ¥ 3°, v un
grupo cetdnico en los carbonos 4 y 4°, como se ilustra en la Figura 1. La existencia de dichos

radicales oxigenados en los extremos lo caracterizan, entre los carotenoides, como un

oxicarotenoide o xantofila.

Figura 1. Estructura melecular de la astaxantina

Los dos carboros asimétricos (C3 y C37) permiten a la molécula presentar isdmeros Opticos
y existir en la naturaleza como enantidmeros 3S,3°S v 3R,3’R v la forma meso 3R,3°S; las
cuales se combinan para formar la estructura racémica 3R,3’R:3R,3°8:35,3°S en una proporcion
1:2:1 como es el caso de la astaxantina en los crusticeos, Pandolus borealis, Homarus

gammarus, (Andrewes ef al., 1976, Renstrom ef af., 1981), Penaeus sp. (Schiedt ef af., 1993}, y



en peces salménidos como Salmo salar, Oncorhynchus spp., Salmo trutta (Schiedt ef af., 1981).
En otras ocasiones, puede predominar la forma 35,3’S como en el equinodermo Asierias
rubens, en los decapodos, Procambarus clarki, y Homarus gammarus, en el alga
Haematococeus pluvialis (Renstrom ef al., 1981) y en la aloporina de corales calcdreos (Liaaen-
Jensen, 1990). La forma 3R,3’R, es caracteristica de la astaxantina de la levadura, Phaffia
rhodozyma (Andrewes, 1976). Hasta el momento, no se dispone de informacién scbre la

presencia de la forma meso como isdmero tinico en la naturaleza.

Dada la presencia de dos centros quirales en la molécula (C-3 y C-3") y nueve dobles
enlaces en la cadena central, la astaxantina puede formar tedricamente hasta 271 isémeros
geométricos F/Z (Zechmeister, 1944). Entre ellos, el isdmero frans o forma extendida £ es el
mas abundante en la naturaleza, seguido por los isémeros 9-Z, /13-Zy 15-Z (Osterlie, 1999), o
isomeros cis. Las proporciones de dichos isémeros en los diferentes organismos vivos varian de

especie a especie (Schiedt et al., 1981; Liaaen-Jensen, 1390).

A pertir de su descubrimiento, este carotenoide fue encontrado principalmente en los
invertebrados marinos y con mayor predominancia en los crustaceos, los cuales se caracterizan
por poseer entre 65% a 98% de astaxantina (Goodwin, 1952; Czeczuga, 1974). Su distribucidn
también alcanza a algunos invertebrados terrestres como los insectos ortopteros Locusta
migratoria, Schistocerca gregaria y Nomadacris septemfuciata (Goodwin, 1954), v a muy
pocos vertebrados como las aves (Schiedt er af, 1985). Dada su abundancia en los
invertebrados, la astaxantina fue considerada desde su descubrimiento como un pigmento
tipicamente de origen animal. Sin embargo, estudios posteriores demostraron su existencia
también en el reino vegetal como en las flores de la planta, Adonis annuae, L. (Seybold y
Goodwin, 1958), en la levadura, Phaffia rhodozyma (Andrewes et al., 1976), en el alga,
Haematococcus pluvialis (Renstrom et al., 1981), y en las bacterias marinas Agrobacterium

aurantiacum 'y Alcaligenes sp. (Fraser et al., 1992; Misawa ef al., 1995).

En dichos organismos vivos la astaxantina se encuentra ligada a una proteina mediante

enlaces no covalentes, formando compuestos estables e hidrosolubles de color azul grisaceo o



verdoso, llamados carctenoproteinas (Milicua ef al., 1985). Las principales carotenoproteinas
aisladas de los organismos son la crustacianina, aislada del caparazén de Homarus americanus
(Zagalsky, 1995), v Procambarus clarkii (Milicua er al., 1985); v la ovoverdina de ios huevos
de Homarus vulgaris y H americanus (Renstrom, 1982). En menor frecuencia se han registrado
otras carotenoproteinas, como la linkyacianina del astercideo, Linckya laevigata (Liaaen-Jensen,
1990} v la covorrubina, en huevos y albtmina del gasterdpodo, Pomacea canadiculata
(Goodwin, 1952). Al ser hidrolizados estos compuestos, va sea por calentamiento (como sucede
durante ¢l cocimiento de los invertebrados comestibles), o por solventes orgdnicos, se libera la
astaxantina exhibiendo su caracteristico color rojo-naranja. En algunos casos, el compuesto

puede estar asociado firmemente con el material tegumentario como la quitina o el carbonato de

calcio, impidiendo su completa extraccion ain con solventes organicos (Gillou er al., 1994).

Gracias al aislamiento de los genes responsables de la actividad enzimatica en |a biosintesis
de la astaxantina, a partir de microorganismos productores como la levadura, Phaffia
rhodozyma, €l alga, Haematococcus pluvialis, las bacterias marinas, Agrobacterium
aurantiacum 'y Alcaligenes sp, fue posible entender el proceso de produccién natural del
carotenoide. El 4dcido mevalonico, considerado precursor en la sinfesis de los carotenoides
(Fraser ef al., 1992; Misawa et al., 1995), se convierte en dos moléculas de geranil-geranil
pirofosfato (GGPP), las cuales son condensadas mediante la enzima fitoeno sintetasa y permiten
la formacion del primer carotenoide intermediario, el fitoeno (Cqg) (Misawa et al.,1995), el cual
es modificado por la fitoeno desaturasa, introduciendo dobles ligaduras en su estructura
molecular y transforméndolo en licopeno. Este compuesio es a su vez modificado por dos
ciclizaciones catalizadas por la licopeno-ciclasa, y transformado en B-caroteno. A partir de este
intermediario se realiza la sintesis de la astaxantina por hidroxilacién de la molécula en los
carbonos C3 y C3’, con la participacion de 1a 3, 3’-B-ionona hidroxilasza y la modificacidn de los
grupos metileno a ceténicos en las posiciones C4 y C4’, mediada por la 4, 4’-B-ionora

oxigenasa (Fraser ef al., 1992).



1.2, Importancia bicldgica de la astaxanting en los salménidos

Muchas de las funciones biologicas afribuidas a los carotenoides en los peces, discutido
ampliamente por Tacon, (1981) v Miki, (1991), ain no han sido demostradas en los salménidos.
Steven (1948), después de observar la transferencia de la astaxantina del saco vitelino a los
embriones en la trucha café, Salmo trutta, postuld la posible importancia funcional del pigmento
en la formacidén de cromatdforos, o como reserva de nutrimentos durante el desarrolio
embrionaric. Dicha hipétesis fue respaldada posteriormente por Takeuchi (1960), al hacer la
misma observacion en embriones del pez japonés, Orzyas latipes. Otras investigaciones
sugieren su posible relacién con la reproduccién en su pape! de hormona fertilizante (Goodwin,
1952). Sin embargo, Gamez (1990), demostrd que la adicién de astaxantina z la dieta de la
trucha arcoiris, Ocorhynchus mykiss, no gjerce ningin efecto sobre su fecundidad. A partir de
algunos trabajos realizados con moluscos marinos en los que se observd que los Organismos
altamente pigmentados mostraban mayor tolerancia a condiciones de bajo contenido de oxigeno
y contaminacion (Goodwin, 1954 y Czecsuga, 1979), se supuso gue los carotenoides oxigenados
como la astaxantina, podrian participar en el metabolismo oxidativo cediendo su atomo de
oxigeno cuando las condiciones lo requieren. Esta hipétesis fue extendida hacia los salménidos,
cuyos huevos se desarrollan en ambientes con poca disponibilidad de oxigeno, como fondos
arenosos o cuevas donde la astaxentina representaria una reserva de dicho elemento para el
embrién (Mikulin y Soin, 1975). Torrissen (1984), puso en evidencia que en condiciones de
iluminacién, los huevos de salmones con alto contenido de astaxantina sufren mayor mortandad
con respecto a aquellos de menor concentracién del pigmento. Asi mismo, Velasquez y
Espinoza (1939), demostraron que la exposicién a la luz de huevos de la trucha arcoiris por un
periodo de 24 a 31 horas puede llegar a causar una mortandad total de los mismos. Es posible
entonees, que el conocido papel fotoprotector que ejercen los carotenoides en sistermas vegetales

(Donkin, 1976; Yong v Lee, 1991), no exista en los salmdnidos.

Algunas investigaciones sobre el papel biologico de los carotenoides han sido orientadas
hacia la funcion antioxidante (Olson, 1989). Al respecto, se sabe que la astaxantina protege de la

oxidacién a las membranas biologicas inhibiendo la peroxidacién de los lipidos mitocondriales



y la accion de los singuletes de oxigeno y radicales iibres (Kurashige ef of., 1990; Miki, 1991;
Schroeder y Johnson, 1995). Se estima que la astaxantina es un antioxidante 10 veces superior
al B-caroteno y 100 veces mas que el a-tocoferol {Terao, 1989; Meyers y Sanderson, 1992). El
papel protector de la astaxantina en el sistema inmuncldgico de los salménidos se discute en el
trabajo de Nakanc of al. (1995). Utilizando indicadores bioguimicos en el higado y en ia sangre
de la trucha arcoiris, dichos investigadores observaron su efecto estimulante sobre el sistema
inmune, hallazgo que confirma lo antedicho por Segner et al. (1989), quienes después de un
estudio histologico del higado de las especies Oreochromis niloticus y Colisa labiosa,

concluyeron que la inclusion del carctenoide en la dieta influye positivamente sobre el

metabolismo intermediario.

El papel de la astaxantina como precursor en la sintesis de vitamina A en los salménidos
fue abordado en primera instancia por Schiedt ez al. (1985) y después por Al-Khalifa y Simpson
(1988). Estos investigadores demostraron que la trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss,
convierte astaxantina en vitamina A, siempre v cuando la dieta carezca de esie micronutrimento;
sin embargo, en el salmén del Atlantico, Salmo salar, esa conversion ocurre ain con cantidades
superiores & la requerida de vitamina A en el alimento (Torrissen ef al., 1995). Otra funcién que
se le atribuye al carotenoide es el de promover el crecimiento en salmones juveniles del
Atlantico, Salmo salar (Torrissen, 1984; Torrissen ef al., 1995). No obstante, Bjerkeng ef al.
(1992), al experimentar con la trucha arcoiris durante 140 semanas a partir del estadio de
alevines, no observaron influencia significativa de la astaxantina en el crecimiento de dichos
organismos. La observacién de ciertos cambios en los salménidos frente a las variaciones del
contenido de astaxantina en los tejidos, como la intensa coloracion roja de la piel de los machos
y de los ovocitos de las hembras durante la madurez sexual (Ando y Hatano, 1987), ias
fluctuaciones en la concentracién del carotenoide en el plasma v en el musculo (Choubert ef al.,
1994a; 1994b) y la variacién intraespecifica del color muscular (Ando e al., 1989), entre otros,
estimularon posteriormente el surgimiento de nuevas investigaciones orientadas a dilucidar el

papel fisioldgico y metabdlico de la astaxantina en los peces.
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1.3. Astaxantina de langostilla, Plenroncodes planipes, y su empleo en la pigmentacién de

salmdnidos

Mas del 95% de los carotenoides totales en la langostilla esta constituido por astaxantina
(Wilkie, 1972). Este conocimiento motivd a investigadores de la década de los 70 a emplear el
crusticeo como posible fuente del carotenoide en la pigmentacion de salménidos. Spinelli er al.
(1974) y Sceurman ef of. (1978), despuds de utilizar langostilla como ingrediente del alimento
de la trucha arcoiris, realizaron evaluaciones sensoriales de la carne y demostraron por primera
vez su efecto pigmentante. Posteriormente, con el propésito de superar las desventajas que
representa la inclusion directa de los crustacecs en el alimento de los peces, Spinelli y Mahnken
(1978), prepararon con buenos resultados extractos del pigmento en aceite. Después de aplicar
inclusiones de 30, 60 y 90 mg/kg de dicha astaxantina en la dieta del salmén coho,
Oncarhynchus kisuich, Spinelli y Mahnken (1978), definieron la relacién entre los niveles de
depoésito de pigmento en el misculo y la coloracién de la carne, medida sensorialmente, siendo

hasta el momento el principal antecedente sobre este tema de investigacion.

Una nueva atencion a la langostilla, Pleuroncodes planipes, crusticeo de alta abundancia
poblacionel en la costa occidental de la Peninsula de Baja California (Aurioles-Gamboa, 1992 v
1995), obedece al interés de utilizar este recurso como fuente de astaxantina para el cultivo de la
trucha arcoiris, una de las especies més importantes en la acuicultura de México. Sin embargo,
debido a la composicidén quimica altamente esterificada del pigmento en el crusticeo, 88%
esterificada y 12% libre (Wilkie, 1972), es sospechable que la utilizacién metabdlica del
carotenoide en dichos peces sea limitada, afectandc en consecuencia su eficiencia como
pigmentante para uso acuicola en relacién con otras fuentes comerciales del carotenocide. Por
otro lado, 1a posibie medificacidn isomérica ocasionada por ¢l proceso de extraccién con calor
podria repercutir en la absorcién y depdsito del compuesto en el misculo disminuyendo su
efecto pigmentante. Un estudio comparativo de la influencia de esta fuente de astaxantina sobre
los parametros fisiologicos y fisicos mds importantes en la trucha arcoiris, con respecto a las
principales fuentes comerciales de astaxantina empleadas en la producciéon industrial de

salmdnidos, permitird establecer con mayor precisién la importancia particular de este
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carotenoide. Igualmente, establecer los criterios de su utilizacién en el cultivo de esta especie

ayudaria a un aprovechamiento racionado del recurso langostilla.
1.4. Pigmentacidn de Ia trucha avcoiris, Orcorliynchus mykiss, en México

A partir de ia incorporacion de la trucha arcoiris a la categoria de especie SAM (Sistema
Alimentario Mexicano) en la década de los 80, el desarrollo de la actividad truticola en el pais
fue impulsado en forma importante. En el afdn de lograr una mejor comercializacién de este
producto y debido al alto costo que representa la utilizacién de los carotenoides sintéticos,
estimado en 20-25% del costo del alimento concentrado (Meyers, 1993; Torrissen ez al., 1995),
los criadores locales mostraron gran interés por encontrar pigmentos naturales accesibles y de
bajo precio. En ese intento, uno de los recursos ensayados empiricamente para pigmentar la
trucha arcoiris fue el chile ancho (Capsicum anmuum), cuyo principal carotenoide es la
capsantina. Este producto fue incorporado en forma deshidratada y molida al alimento. Semanas
después de su ingestion, se obtuvo una coloracion café rojiza de la carne, de poca estabilidad y
desagradable a la vista del consumidor (productor J. Almazan, com. pers.). Los pocos estudios
documentados sobre experimentos de pigmentacién de la trucha arcoiris en el pais,
corresponden a Vernon er al. (1994) e Ingle y Arredondo (1996), quienes utilizaron pigmentos
saponificados del mismo recurso, Capsicum annuum, y de la flor de cempazichitl, Tagetes
erecia, en forma de dleo-resinas. En la opinién de los autores, los niveles de coloracién de la
carne obtenidos con estos compuestos fueron aceptables, aunque inferiores a los obtenidos con

astaxantina sintética, con predominancia del tono amarillo en el caso de los peces que recibieron

luteina de Tagetes erecta.

Actualmente, en la pigmentacién comercial de la trucha y otros salménidos se utilizan
principalmente los carotenoides sintéticos astaxaniina y cantaxantina. No obstante, su empleo se
encuentra limitado solo a algunos Centros truticolas privados, los cuales representan el 20% de
las unidades de produccién en el pais y poseen los mayores niveles de comercializacion,

mientras que, el 80% restante corresponde a Centros del sector social cuya produccién se queda

a nivel local.
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2. OBJETIVOS

E! objetivo principal de la presente investigacion fue determinar el efecto de la inclusién de
astaxantina de langostilla, Pleuroncodes planipes, en la dieta de la trucha arcoiris,
Oncorhynchus mykiss, sobre el depdsito del pigmento en el musculo, la retencion y la
pigmentacion producida, asi como en el crecimiento de los peces en comparacién con otras

fuentes comerciales de astaxantina.
Los objetivos particutares fueron:

1) Adaptar en el laboratorio un procedimiento de extraccién de astaxantina de langostilla
con aceite de bacalao, para su aplicacién en el alimento de la trucha cultivada en
condiciones de laboratorio e identificar las posibles ventajas y desventajas del empleo de
dicho extracto.

2) Establecer la diferencia entre la astaxantina de la langostilla, P. planipes, extraida con
aceite y la astaxantina comercial de Phaffia rhodozyma, y el compuesto sintético (Carophyil
Pink) incluidas en el alimento de la trucha arcoiris, en funcién de su depdsito en el
musculo, la retencion y la pigmentacién producida en condiciones experimentales de
laboratorio.

3) Determinar el efecto de la inclusién de astaxantina de langostilla, P. planipes, a
diferentes niveles de inclusion (50, 75 v 100 mg/kg), en el alimento de la trucha arcoiris,
sobre el depdsito del carotenoide en el misculo, la retencidn y la pigmentacidn producida
en condiclones experimentales piloto.

4) Establecer la importancia del carotenoide de langostilla, P. planipes, como pigmento
alternativo en el cultivo de la trucha, Oncorhynchus mykiss, sefialando el tiempo minimo de
su ingestién y la dosis minima de su aplicacion en el alimento para alcanzar niveles de
pigmentacion muscular comercialmente aceptables.

5) Identificar los posibles efectos de la ingestidn del carotenoide de langostilla, P. planipes,
sobre el factor de conversidn alimenticia y mortalidad de la trucha, O. mykiss, tanto en

condiciones de laboratorio como piloto.



3. MATERIAL Y METODOS
3A. Experimentc en condiciones de laboratorio

3A.1. Materia prima: langostilla, Plenroncodes planipes. La procedencia y fechas de colecta
de estos organismos fuercn diferentes. Los primeros, se colectaron a bordoe del barco
oceanografico El Puma, durante el crucero SIMPSUP-1V, frente a la costa occidental de la
Peninsula de Baja California (30° 13.09° Lat. N., 116° 01.76 Long. O.), en el mes de
noviembre de 1994. Los organismos congelados fueron transportados al laboratorio de
Bioquimica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”
(INCMNSZ) de la Ciudad de México. Dicho material fue utilizado en las pruebas preliminares
de extraccién con aceite y estandarizacion del método. Siendo insuficientes estos organismos
para fines del experimento, se solicité al Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste,
BCS, la donacién de mas ejemplares. Estos fueron colectados manualmente en la playa de
Punta Arenas (Bahia Magdalena, Baja California Sur), por el personal de dicho Centro de
Investigacién durante una de las arribazones naturales acaecida en el mes de Mayo de 1995
(Fotografias 1 y 2, ANEXO I). Los organismos fueron igualmente transportados en
congelacién a las instalaciones del INNSZ. Los crustéceos colectados en ambas localidades
presentaron una longitud del caparazon variable entre 19 a 26 mm correspondiendo a

ejemplares adultos de alrededor de un afio de edad de acuerdo con los criterios de Boyd (1962)
(Fotografia 3, ANEXO I).

3A.2. Extraccién de astaxantina de la langostilla, Pleuroncodes planipes. Tomando como
base los métodos descritos por Chen y Meyers (1982), v Meyers y Chen (1985), se desarrolld
un procedimiento de extraccién contemplando las condiciones particulares de trabajo. La
Figura 2, resume en forma esquematizada dicho procedimiento. La langostiila fue
descongelada, limpiada de organismos acompafiantes y molida en molino de carne (Hobart-
Dayton, 84181-D@), con criba de 2 mm de didmetro. Debido al alto contenido de agua de los
crustaceos (80%), la pasta resultante fue un material de dificil manejo durante el molido y

con altos niveles de pérdida ocasionado por derrame vy salpicadura a partir de la criba. Para
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Figura 2. Méicde de extraccion de astaxantina de tangostilia, Pleuroncodes planipes, con acelte de bacalao
adaptado en el [aboratorio.
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evitar tal merma, v por consecuencia la pérdida de pigmento, se decidié reducir la humedad de
los organismos colocdndolos en una estufa APEX (tipo 48 BE) con circulacidn continua de
aire a 60°C durante 4 h, tiempo después del cual el contenido de agua fue de 46%. Los
organismos se molieron con facilidad. El material molido fue colocado en bolsas negras de
polietilenc en cantidades aproximadas de 2 kilos por bolsa, con aplicacién de vapores de N,
antes de cerrar y congelado a -20°C hasta el momento de su empleo. Previg a la extraccion, ¢l
material fue descongelado y colocado en un recipiente de aluminio de peso conocido. Se
restituy¢ la humedad original de los organismos (a 80%) y se le afiadié 10% (p/p) de aceite de
bacalao (Meyers y Chen, 1985). A diferencia del método de Chen y Meyers (1982), quienes
utilizaron aceite de soya para la extraccion, en el presente trabajo se utilizd aceite de bacalao
con el objete de dar mayor palatibilidad al alimento y no afiadir a las dietas compuestos
diferentes a los insumos mas importantes en la formulacién de la dieta basal, como el aceite y
la harina de pescado (J. Almazan, com. pers.). Ademsds del aceite de bacalao, se afiadié a la
mezcla 0.05% (p/p) de Etoxiquin (6-¢etoxi-1,2-dihidro-2,2,4-trimetilquinolina), compuesto
cuya accion protectora de la astaxantina fue demostrada por Chen y Meyers (1 982). La mezcla
resultante fue protegida de la inz con papel aluminio y llevada a calentamiento con
movimientos periddicos para favorecer una distribucién homogénea de calor. Con el propdsito
de precisar el tiempo de calentamiento y la temperatura puntual de extraccién se realizaron
ensayos preliminares. En primer ugar, una vez alcanzada la temperatura de 30°C se tomaron
alicuotas de 1 ml de aceite a cada 10° C de ascenso hasta llegar a 100°C. En segundo lugar, una
vez alcanzado los 100°C de temperatura, se tomaron nuevamente alicuotas de 1 ml a intervalos
de 10 min durante un lapso de 60 min. Después de calcular las concentraciones de astaxantina
en las alicuotas y de observar que el tiempo y la temperatura tienen un notable efecto en el
nivel de recuperacion del pigmento, como se ilustra en la Figura 3, se eligi6 extracr el aceite
pigmentado a los 30 min de exposicién a una temperatura de 90°C. La fraccion fluida de la
mezcia fue separada de la parte sélida mediante un colador de 2 mm de abertura y para extraer
el aceite de los intersticios, se utilizé una prensa de mano con abertura de 0.5 mm. Para
realizar una separacién mds fina del aceite pigmentado, la mezcla fluida fue levada a
centrifugacion a 11,000 g por 10 min a una temperatura de 0°C (Chen y Meyers, 1982).

Después de determinar el volumen total del aceite, se hizo el anélisis cualitativo v cuantitativo
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de astaxantina. Posteriormente se colocd en frascos oscuros de plastico de 100 ml de

capacidad, los cuales fueron guardados en congelacion a -20°C hasta el momento de su

erpleo.

[wa
(4]

=
=

Ahsorhencia (nm)
o] [}
pud 10

Absorbencia (nm)

30 46 S0 62 PO S0 90 100 0 0 20 3¢ 40 S0 &0
Temperatura (°C) Tiempo (ming
a b
Figura 3. Efecto de la temperatura y el tiempo en la concentracion de astaxantina en el aceite de bacalao. (a),

Variacion de la concentracion en relacién a la temperatura {b), Variacién de la concentracién en refacidn al tiempe de
exposicion a temperatura constante (100°C).

3A.3. Organismos y condiciones experimentales. El experimentio fue llevado a cabo en ios
meses de julio, agosto y septiembre en el laboratorio himedo del Centro truticola “El Zarco”,
Edo. de México, la cual se encuentra ubicada en el km 34 de la carretera antigua a Toluca, a
3,400 m snm. Doscientos dieciséis truchas arcoiris, Oncorhynchus mykiss, de la variedad
“kamloops”, fueron obtenidas de la granja truticola “Rancho El Pedregal”. Estos ejemplares
provinieron de un mismo lote de huevos importados del Canada por el productor. Las truchas
tuvieron al llegar al Centro un peso aproximado de de 183g, todas hembras v en estado de
inmadurez sexual. Estas fueron aclimatizadas en el laboratorio durante cuatro semanas con
alimento para truchas 38-10, de 4 mm de didmetro y sin adicién de carotenoides, fabricado por
Alimentos El Pedregal (Silver Cup) (Edo. de México). Después de dicha etapa, los organismeos

fueron pesados para dar comienzo al experimento, obteniéndose un peso promedio de 218+7g.
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Los peces fueron instalados en 12 tanques de fibra de vidrio con dimensiones de 3.2m x
0.38m x 0.54m, y distribuidos en cuatro tratamientos con tres réplicas cada uno: Ti,
organismos que recibieron con el alimento astaxantina de langostilla; T2, organismos que
recibieron astaxantina de levadura, Phaffia rhodozyma, T3, los que consumieron astaxantina
sintética del producto Carophyll Pink®, elaborado por Hoffmann — La Roche, Ltd., Basilea
Suiza v T4, grupo testigo sin adicién de carotenoides. Los tanques recibieron agua de
manantial filtrada con malla de 1 mm de abertura, con circulacion abierta a una velocidad de
flujo de 16 I/min. La temperatura promedio del agua durante el experimento fue de 9.541.2°C,
el contenido de oxigeno de 8.32+0.77 ppm y pH de 7.2+0.5. Dichos tanques estuvieron
colocados en el interior del laboratoric a una altura de 1 m, expuestos a un fotoperiodo de 12h
x 12h. Para evitar la fuga accidental de los peces estos contenedores fueron protegidos con
cubiertas de tul. La limpieza se realizé mediante barrido diario, confinando a los peces en un
extremo de los tangues. Dicho procedimiento se intercald con la extraccion del material sélido

con un sifon, a partir de la segunda semana.

El periodo experimental tuvo una duracidn de seis semanas, con un muestreo intermedio a
las tres semanas. Los organismos fueron alimentados manualmente (procurando cubrir la
mayor superficie del agua para que todos pudieran comer), en dos aplicaciones diarias, Las
raciones suministradas fueron equivalentes a 1.5% de la biomasa por dia, siendo corregida en
la etapa intermedia del experimento. En la tercera semana y después de 18 h de ayuno, se
pesaron individualmente todos los organismos. Tres de ellos fueron extraidos aleatoriamente
de cada tina para los anélisis de color y concentracién de carotenoides en el musculo. El tltimo
dia del experimento, se registraron nuevamente los pesos de todos los organismos en forma

individual y se sacrificaron diez ejemplares por tina para los respectivos anélisis.

3A.4. Disefic del experimento. El diseflo experimental fue elaborado baje un meodelo
aleatorio en donde las variables de respuesta fueron: depésite de astaxantina en el musculo,
retencion relativa de astaxantina en el musculo, pigmentacidn muscular medida a partir de los
indices luminosidad (L*), cromaticidad roja o rojicidad (a*), y cromaticidad amarilla (b*), tasa

especifica de crecimiento, factor de conversidn alimenticia y mortalidad.
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3A.5. Preparacion de las dietas. Las dietas elaboradas fueron: D1) Con inclusién de

astaxantina de langostilla en extracto de aceite de bacalao; D2) con inclusién de levadur

I

deshidratada, Phaffia rhodozyma, D3) con astaxantina sintética (Carophyll Pink®); v D4) sin
adicion de carotenoides. El alimento basal utilizado en la elaboracién de todas las dietas fue el
alimento comercial que se empled en el perfodo de aclimatacién, pero adquirido del fabricante
antes de ser peletizado, es decir, en forma de harina v sin adicidén de aceite. Para preparar la
dieta con la astaxantina de langostilla (D1), se hidraté Ia harina previamente a 10% de
humedad y se pas6 a una peletizadora California® del que se obtuve un tamafio de particula de
4 mm de didmetro. A dicho alimento se le afiadi6 un volumen de extracto pigmentado de
acelte suficiente para incorporar 75 mg de astaxantina por kg de material. La proporcion de
aceite afiadido fue de 6.2% (p/p). El alimento fue cubierto con el extracto mediante
movimientos giratorios de la mezcla en un recipiente circular para permitir una adsorcion
homogénea del pigmento. Para prevenir el deterioro del carotenoide en el alimento v por
carecer de un congelador en el lugar del experimento, dicha astaxantina experimental fue
afiadida a la dieta cada cuatro dfas. La dieta para el tratamiento con la levadura, Phaffia
rhodozyma (D2), se preparé incorporando directamente la levadura deshidratada al alimento
basal antes del peletizado, en cantidad calculada para conferirle una concentracién de 75 mg
de astaxantina por kg de alimento. La levadura fue domada por la empresa Universal
Bioventures (Milwaukee, WI, USA), con una concentracién de astaxantina en el compuesto de
3%. Andlogamente, para elaborar la dieta con la astaxantina sintética (D3), se wtilizé el
producto comercial Carophyll Pink®, el cual posee una concentracién de 8% de astaxantina.
Como en el caso anterior, este compuesto fue adicionado al alimento antes del peletizado en
cantidad suficiente para incluir 75 mg de astaxantina por kg. Por dieta testigo (D4) se utilizé el
alimento comercial de Alimentos El Pedregal (Siver Cup), sin carotenoides afiadidos. Una vez
peletizadas las dietas D2, D3 y D4, fueron complementadas con 6.2% (p/p) de aceite de
bacalao para uniformizar el contenido de este compuesto en el alimento. Todas las dietas
fueron protegidas en bolsas negras de pldstico y guardadas en refrigeracion (4°C) durante el
experimento, después de someterse al andlisis quimico proximal en pruebas por duplicado.
Con tal propdsito se utilizaron los métodos descritos en el AOAC (1990), e incluidos en el

APENDICE II de la presente tesis. Para la determinacién de la proteina cruda se utilizé el
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método 976.05; para el extracto etéreo el método 920.39; para cenizas el 942.03; para fibra
cruda el 962.09; y para humedad ei 934.01. El extracto libre de nitrégenc fue cstimado por
diferencia de 100 - (% Humedad + %Proteinas + % EE + % FC + % Cenizas). El contenido de
energia bruta se calculé empleando una bomba de oxigeno adiabdtica (Parr Instrument Co.,

Moline, IL), siguiendo las instrucciones del fabricante.

3A.6. Toma de muestras. Antes de disiribuir los peces en los tanques de experimentacién, se
tornaron ocho ejemplares al azar para hacer la determinacién de pigmentos basales del
musculo y la medicion colorimétrica del mismo. En la tercera semana después de un ayuno de
24 h, se tomaron aleatoriamente tres peces de cada tanque los cuales fueron pesados,
sacrificados, eviscerados y fileteados. Se tomaron las dos porciones laterales del musculo,
correspondientes a la parte inferior de la aleta dorsal, de tamafio aproximado de 5x6 cm como
se indica en la Figura 4. Estos fueron wiilizados para los analisis de color y contenido de
carotenoides, respectivamente. Las muestras para los andlisis quimicos fueron protegidas de ia
luz y congeladas a -20°C hasta su empleo, mientras que las destinadas a la medicidon de color
Tueron analizadas ¢l mismo dia del muestreo. Al finalizar el experimento, se utilizaron diez

ejerplares de cada unidad experimental para estos analisis,

Figura 4. Porcién muscular de la trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss, utilizada en los analisis.

3A.7. Analisis de carctencides

La extraccion y andlisis de pigmentos s¢ realizé en condiciones de luz reducida y cuando
fue necesario, bajo atmosfera de nitrdgeno. En todos los casos se utilizaron disolventes

organicos de grado analitico y como pigmento patrén la astaxantina sintética (Carophyl! Pink)
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extraida y purificada por cromatografia en capa fina (TLC) antes de cada etapa analitica. Dado
a que el carotenoide en el Carophyll Pink posee otros constituyentes como sucrosa, almidén,
gelatina y 1% de Etoxiquin como antioxidante (Jyonouchi ef al., 2000}, la purificacion es un
procedimiento obligado. Con este propésito, a 0.05g del compuesto se afiadid 1 ml de agua
destilada en un matraz Erlenmeyer y se calenté al bafio de Maria (40°C) durante 5 a 10
segundos para deshacer la cubierfa de gelatina de las microcdpsulas. Una vez disperso el
pigmento, éste se diluyd con 100 ml de acetona. Para separar el carotenoide de la mezcla
pigmentada acetona-agua, se puso en un embudo de separacién aproximadamente 50 ml de
éter de petrdleo (EP), 30 ml de disolucién pigmentada y 100 ml de agua dejando correr éste
por la pared interna del embudo para prevenir formacién de emulsién. La fase polar fue
drenada. El procedimiento se repitio hasta terminar de lavar la disolucién pigmentada. El EP
obtenido fue filtrado con filtro de porosidad media provisto de una capa de sulfato de sodio
anhidro como deshidratante y con la ayuda de vacio. Al finalizar, se aforé a volumen conocido
para llevar al espectrofotdmetro y determinar la concentracién de astaxantina en la disolucidn.
Para la purificaciéon del carotenoide por cromatografia se tomé una alicuota de 20 ml de
disoiucion, se evaporé con N, gaseoso y se redisolvié el pigmento en 5 m! de hexano. La

separacidn cromatografica se describe en el parrafo 3A.7.d.

3A.7.2. De ia langostilia, Plexroncodes planipes. Para este propésito, la langostilla fue
descongelada, escurrida y molida en licuadora hasta obtenerse una pasta homogénea. Diez
gramos de dicha pasta fue colocada en un mortero en donde se extrajeron los pigmentos con
acetona hasta agotar su coloracién. La disolucion pigmentada fue filtrada con filtro de
porosidad media y aforada a volumen conocido. Se registro el espectro de absorcién en el
intervalo de 300 a 600 nm (UV/V IS); en un especirofotémetro Beckman, modelo DU-64. Para
calcular la concentracién de astaxantine se utiliz6 el dato de la absorbencia del compuesto a
475 nm, pico maximo de absorcion del carotenoide en acetona (Buchwald v Jenks, 1968), y el
coeficiente de extincidn Fyo o = 1900 en el mismo disolvente (Foss ef al., 1984), mediante

la férmula de Lambert y Beer:

Concentracidn de astaxantina (mg/kg) = AD*10%100GdE oo
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donde A = absorbencia (nm), D = volumen total del aceite pigmentado (ml), G = peso de la

muestra {g), d = amplitud de la celda (lem) v E1%,1em = coeficiente de extinciéon de la
astaxantina en el disolvente (Kelley y Harmon, 1972). Para el analisis cualitativo de! pigmento
se separ0 una alicuota de 20 ml del extracto, se le aplico bafio de N, gaseoso y se mantuvo en

congelacion a -20°C hasta el momento del analisis.

3A.7.b. De las dietas. La determinacién de los pigmentos en las dietas con astaxantina se
realizé a las seis semanas. En el caso de la dieta suplementada con astaxantina de langostilla,
se colectaron sub-muestras en cada etapa de preparacién (cada cuarto dia) y se acumularon en
un todo para su analisis al finalizar el experimento. Después de homogeneizar la muestra, se
peso 10 g de dieta D1, se colocé en un morterc y se extrajo el pigmento con acetona hasta
agotar el color de la muestra. Una vez filtrado y aforado el extracto pigmentado de acetona se
procedid al estudio espectrofotométrico v al céleulo de astaxantina, como se sefiald
anteriormente (inciso 3A.7a). El registro de absorbencia se realizé utilizando como blanco el
extracto de la dieta testigo (D4). Del mismo modo a 10 g de alimento con levadura, Phaffia
rhodozyma, (D2), se extrajo el contenido de carctencides en un mottero, utilizando etanol
como disolvente ya que en este caso dicho alcohol ofrecié mejor eficiencia de extraccién que
la acetona. Un elemento auxiliar en esta extraccion fue también la arena de Otawa calcinada
que sirvié como abrasivo. Dado a que el alcohol es un disolvente altamente polar, que ademads
de carotenoides puede extraer oiros compuestos orgdnicos, fue necesario trasladar los
pigmentos contenidos en esta disolucion a otro disolvente apolar como el éter de peirélec
(EP), para lo cual se siguié el procedimiento sefialado en el apartado 3A.7. Después de
identificar la predominancia de la astaxantina en el espectro de absorcién en EP, se calculd su
concentracién registrando su absorbencia a 470 nm en EP (Davies, 1976), ¢l coeficiente de
extincion Eqo o™ 1910 (Al-Khalifa y Simpson, 1988), usando como blanco ¢l extracto de la
dieta testigo también en EP. El andlisis de las dietas con astaxantina sintética (D3) v testigo
{D4), se llevd a cabo de acuerdo al método descrito por No y Storebakken (1991). Después de
calcular la concentracién del carotenoide en los extractos, éstos fueron evaporados en un

rotavapor a 40°C hasta reducir su volumen a 20 m), fraccion que se conservé para el estudio
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cromatografico. El calculo de astaxantina en todos los casos se hizo con la formula de Lambert

y Beer.

3A.7.c. Del misculo de la trucha arcoiris, 0. mykiss. Los filetes fueron descongelados,
limpiados (eliminéndose restos de piel o espinas) y triturados finamente con la ayuda de un
cuchillo. Después de homogeneizar bien el tejido se pesé por duplicade 10 g de material, ef
cual se deshidratdo durante 30 min con una cantidad similar en peso de suifato de sodio
anhidro. Seguidamente, se colocé la muestra en un mortero donde se extrajeron los pigmentos
con acetona hasta agotar el color. El extracto asi obtenido fue filtrado y los carotenoides
transferidos a EP con el procedimiento ya conocido. Luego de obtener el espectro de absorcion
(300-600 nm), se calcul6 el contenido de astaxantina en €l tejido registrando su absorbencia a
470 nm y Ejoq 1om = 1910, usando como blanco EP. Como en el caso anterior, los extractos

fueron evaporados y conservados en congelacién a temperatura de -20°C para el estudio

cromatografico posterior.

34.7.d. Analisis cromatogrifico en capa fina (TLC). Ademas del espectro de absorcion
UV/VIS, otro elemento de juicio que permite una identificacion més precisa de los
carotenoides y de su composicion, es ¢l estudio cromatografico en capa fina (TLC), realizado
en forma simultanea con el pigmento patrén. Las alicuotas de los extractos pigmentados
preservadas para este fin fueron evaporadas con N, gaseoso y redisueltas en hexano para su
aplicacion a las placas cromatograficas (el pigmento diluido en hexano eluye en forma mas
compacta a través de la fase estacionaria que en otro disolvente). Como fase estacionaria se
utilizaron placas aluminizadas de gel de silice (20 x 20, 60 F254, E. Merck), activadas (a
120%1h), en las cuales las muestras fueron aplicadas en forma de barra y cluidas con la mezcia
de disolventes acctona-hexano (30:70, v/v), siguiendo las recomendaciones de Skoog v West,

(1975). La identificacion de los carotenoides fue basada en los valores R, calculados con la

formula:

R = distancia del movimiento del soluto/distancia del movimiento del disolvente
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Las bandas separadas fueron sujetas a estudio espectrofotométrico el cual se hizo
extrayendo cada una por raspado y disolviéndola en acetona. Se obtuvieron entonces los
espectros de absorcion caracteristicos de los carotenoides. En el caso de la astaxantina de
langostilla, se determind el R¢ de cada fraccién y se obtuvo su espectre de ahsorcidn. La
astaxantina esterificada es una forma no comercial del pigmento, hecho que dificulta la
obtencidn de dicho compuesto para fines de patrén. Por tal razén, la identificacién de estas
fracciones se llevo a cabo solo por determinacion de los Ry de las bandas y comparacién de

resultados con los datos disponibles en la literatura. El calculo de proporcionalidad de cada

una de ellas se realiz6 en funcidn de la absorbencia total de las tres fracciones de la muestra.

Para purificar el patron de astaxantina, una vez eluido el carotenoide sintético, éste fue
separado de la placa cromatogréafica raspando la banda pigmentada de donde se extrajo el
pigmento con un volumen no mayor de 3 ml de acetona, el cual fue filtrado, evaporado con N,
y redisuelto con hexano para ser utilizado en paralelo con las muestras problema en los

estudios cromatograficos (TLLC), o con EP para los estudios espectrofotométricos.

3A.8. Retencion de astaxantina en el miscule de la trucha arcoiris (RAM). Este pardmetro
se define tradicionalmente como la cantidad de carotenoide retenido en el musculo, con
respecto al ingerido con el alimento (Torrissen, 1985). Dada la dificultad que implica el
calculo preciso de la cantidad de alimento ingerido en los organismos acuaticos, se han
propuesto numerosas formulas para su determinacién sin definirse hasta el momento un

método estandar, La formula empleada en el presente estudio fue propuesta por (Hatlen ef a/.,
19935):

RAM (%) = (CyxWrp-Crx W) % 0.49/(Wp-W,)

donde C; y Cr, representan el contenido de pigmento muscular (mg/kg) en los tiempos inicial
(1) y final (1), respectivamente; W, y W+, pesos promedio (g) de los peces en tiempos (1) y (T)

y 0.49, que corresponde al porcentaje del musculo (49%) en los organismos eviscerados.
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3A.9. Medicion colorimétrica del musculo de Ia trucha arcoiris. El color de los filetes fue
medido instrumentalmente con un colorimetro (Hunter Lab D25-PC2), utilizando los indices
L* a* y b¥ (L*=luminosidad o brille del color, a*=cromaticidad roja o rojicidad v
b*=cromaticidad amarilla, respectivamente) (CIE, 1986). Estos valores fueron determinados
para cada filete por cuadruplicado, girando la muestra 90° sobre el plano horizontal eatre cada
lectura para obtener un valor promedio més representativo. Uno de los pardmetros empieados
para medir la pigmentaciéon del musculo fue la tonalidad o Aue (H°,). Este parametro se

refiere al color de la muestra en su variacion del amarillo al rojo (Hope y Walch, 1990). Es

calculado a partir de los valores de a* y b* con la férmula:

Hoab = tan-1b*/a*

Los valores angulares de (H°,;,) més cercanos a 0° corresponden a rojo intenso, mientras que
los valores més cercanos a 90°, corresponden a amarillo palido (Skrede y Storebakken, 1986;
Choubert ez al., 1992). Otro pardmetro auxiliar utilizado fue el Croma (C*). Este representa la
pureza o intensidad de un color. El rojo, por ejempilo, es un color de fuerte croma a diferencia
del rosa (Hope y Walch, op cit.). Su céleulo se hizo mediante la férmula empleada por
Choubert ef al (1992):

C* = (a*2+b=z=2)lf2

donde a*=cromaticidad roja y b*=cromaticidad amarilla.

3A.10. Tasa especifica de crecimiento de la trucha arcoiris (TEC). Este parametro

representa el incremento diario del peso corporal de los peces. Fue calculado al finalizar el

experimento de acuerdo a la férmula:

TEC = [(InW |-lnWp)/(#d)] x 100,
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donde In = logaritmo natural, Wy = peso inicial, W) = peso final y #d = dias de suministro de

alimente (Torrissen, 1989).

3A.11., Factor de conversidén alimenticia de la trucha arcoiris (FCA). Medicidén que
habitualmente es utilizada por los acuicultores como indice de productividad (Kloniz, 19%1a).

Fue calculada al finalizar el experimento con la férmula:
FCA = Alimento suministrado (g)/ganancia de peso de los organismos (g)

34A.12. Signos patolagicos v mortalidad de fa trucha arcoiris. En cada etapa de muestreo se
examinaron algunas caracteristicas externas como internas de los peces con el objeto de
identificar signos clinicos de posibles enfermedades. Las caracteristicas examinadas fueron
comportamiento de los peces, aspecto v coloracion de las branquias, manchas en la piel,
tamafio y coloracidn del higado. La mortalidad fue determinada por recuento de los
organismos fallecidos en relacién al ndmero inicial de organmismos vivos y expresado en

unicades porcentuales (Torrissen, 1984).

3A4.13. Analisis estadistico de los resuliades. La homogeneidad de la varianza fue
determinada mediante la prueba de Bartiett. Los datos obtenidos fueron evaluados mediante un
analisis de varianza de una via (ANOVA), considerando como variables dependientes la
concentracidn de astaxantina en el muiscule, retencidn del pigmento, rojicidad (a*), tonalidad
del color, croma, tasa especifica de crecimiento, y conversién alimenticia; v como variables
independientes, la fuente de astaxantina o el tiempo de alimentacion. Para determinar ¢l efecto
conjunto de la fuente de astaxantina y el tiempo de ingestidn, se hizo un anélisis de varianza de
dos vias {ANOVA). Cuando se encontrd diferencia significativa entre los tratamientos, se
determiné la igualdad o diferencia entre ellos a las 3 y 6 semanas, mediante la prueba de
diferencia minima significativa (L.SD), con un valor de « = 0.05. Las relaciones enfre el
contenido de astaxantina en ef musculo y la cromaticidad roja (a*), cromaticidad amarilla (b*),
luminosidad (L*), y tonalidad del color (H°b) como variables dependientes fueron sometidas a

un andlisis de regresion lineal, de acuerdo con el modelo y = a+bx, donde y denota el valor de
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la variable dependiente, x la concentracién de! carotenoide. Todas las pruebas fueron

realizadas con el paquete estadistico STATISTICA, versidn 4.5 (1994).

3B. Experimento en condiciones piloto

3B.1. El aceite de langostilla, Pleuroncodes planipes. En la presente etapa experimental se
utilizdé como fuente de astaxantina el aceife de langostilla obtenido de la produccidn industrial
de harina del crustaceo, proceso que es llevado a cabo en la Planta harinera de la Empresa
Conservera San Carlos, S.A. de C.V. (Pto. San Carlos, B.C.S.), bajo la supervision del
personal del Laboratorio de Nutricién Acuicola del CIBNOR (La Paz, B.C.S.)). En dicho
proceso los organismos de langostilla fueron sometidos a coccidn durante 20 minutos a
temperaturas de 86 a 88°C y prensados para obtenerse el agua de cola, de donde es extraido el
aceite por centrifugacion (Civera et al., 1999). El aceite colectado fue enviado en un garrafén
de pidstico al laboratorio de andlisis del Departamento de Nutricién de la Universidad
[beroamericana de la Ciudad de México. Para prevenir el deterioro del carctenoide en el
compuesto, se afiadi¢ al garrafén 0.05% de etoxiquin, bafio de N, gaseoso y se guardd en

congelacidn a -15°C hasta el momento de ser utilizado.

3B.2. Organismos y condiciones experimentales. El experimento tuvo lugar en las
mstalaciones de la Granja Piscicola “Los Alevines”, ubicada a 2,300 m sobre el nivel del mar
en el municipio de Amanalco de Becerra, Edo. de México, a 48 km de la ciudad de Toluca.
Dicha granja es una de las unidades de produccién mas importantes del sector privado que
opera en el pais, con una produccién de 100 ton/afio. Los organismos que se producen en dicho
lugar, en la opinidén de su propietario (A, Medina, com. pers.), pertenecen a una mezcla de
diferentes lineas genéticas, entre ellas, “kamloops™, “shasta™ y la variedad local “zarco™.
Cuatrocientos noventa y dos peces, con peso promedio de 254g fueren extraidos con red de
pescar de uno de los estanques grandes de barro y trasladados a diez estanques circulares de
concreto, de 3 m de didmetro y 90 cm de profundidad, emplazados a nivel del terreno y
rodeados por vegetacidn graminea. Dichos estanques posefan un inyector tubular de aire

colocado en el centro y recibian agua de manantial transportada a través de un cana! de
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aproximadamente 50 m de longitud, la cual antes de ingresar a las unidades experimentales
pasaba por un estanque somero de sedimentacién. En los estanques de concreto el agua
circulaba en sistema abierto, a una velocidad de 40 Vmin. La temperatura promedic del agua
durante el perfodo experimental fue de 15+2.2°C, el pH = 7.1£0.03, el contenido de oxigeno

isuelto de 6.640.02 ppm y 0.08+0.11 mg/l de amoniaco (NH;). Los peces fueron distribuidos
en tres tratamientos experimentales: T1, organismos que recibieron alimento con una inclusién
de 50 mg de astaxantina de langostiila por kg de alimenio; T2, con 75 mg/kg v T3, con 100
mg/kg del mismo pigmento. Paralelamente se alimentaron a dos grupos de peces, el primero
como tratamiento de referencia (T4), los cuales recibieron alimento comercial pigmentado con
la mezcla de carotenoides astaxantina-cantaxantina (Ax-Cx) (70% Ax:30% Cx) con una
concentracidén de 90 mg/kg, fabricada por Alimentos Purina S.A. de C.V. Este alimento es
vendido a los truticultores de la regién para producir trucha pigmentada o “salmonada”. El
segundo grupo (T5) fungié como testigo y consumiercn alimento comercial elaborado
1gualmente por Alimentos Purina S.A. de C.V., sin adicién de carotenoides. Después de tres
dias de ayuno, se procedi a alimentar a los animales con una racién diaria equivalente al 1.5%

de la biomasa, en dos aplicaciones diarias (10h y 16h).

3B.3. Preparacion de las Dietas. La dieta basal empleada fue el alimento comercial fabricado
por Alimentos Purina 8.A. de C.V., de 4 mm de didmetro y sin carotenoides afiadidos. Este
alimento concentrado es utilizado habitualmente en la granja truticola de Amanalco. Las dietas
experimentales D1, D2 y D3, fueron preparadas afiadiendo a la dieta basal voltmenes
calculados de aceite de langostilla para incorporar 50, 75 y 100 mg de astaxantina por kg de
alimento, respectivamente. La incorporacion del aceite se realizd siguiendo el procedimiento
descrito en el experimento anterior (apartado 3.AS). A las dietas D4 v D3, se les afiadié
mediante ¢l mismo procedimiento aceite de soya para tratar de uniformizar el contenido de
lipidos con respecto a las primeras. Dado ¢l espacio limitado en el refrigerador de la granja, las
dietas experimentales se prepararon cada dos semanas y se almacenaron en bolsas oscuras a
4°C. Después de cada preparacién se tomaron fracciones de muestras, las cuales fueron
guardadas en congelacién a -15°C, para la medicion de carotenoides al final del experimento.

La composicion quimica proximal de las dietas fueron determinadas por el personal del Centro
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de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, La Paz, B.C.S. con ia metodologia descrita en el
ADAC (1990), adjunta en la seccidén Anexos II. El extracto libre de nifrégeno fue estimado por
diferencia de 100 — (%Proteinas + % EE + % FC + % Cenizas) y el contenido de energla bruta

se calculd por calorimetro adiabatico.

3B.4. Toma de muestras. Al comenzar el experimenio se exirajeron cinco organismos
adicionales del estanque grande para los analisis de color y contenido basal de carotenoides en
el musculo. Posteriormente, antes de cada muestreo los peces fueron mantenidos en ayuno
durante 18 h. Con el propésito de evitar mucha manipulacién en las etapas intermedias (2, 4, v
6 semanas), se pesaron en lote 10 ejemplares de cada estanque, de donde se fomaron
aleatoriamente dos organismos para el andlisis de color y contenido de carotencides. La
extraccion y conservacion del musculo fue realizado en forma anéloga al experimento anterior.
Al término del experimento se pesaron en lote todos los gjemplares remanentes de cada
estanque, de donde se extrajeron dos de cada uno para los respectivos analisis. La operacién de

pesado en todas las etapas se efectudé con una balanza de plataforma y con la ayuda de un

contenedor de 40 1 de capacidad.
3B.5 Analisis de los carotenoides

3B.5.a. Del aceite de langostilla. Después de homogeneizar el compuesto en el garrafon
de plastico que lo contenia, se extrajeron por triplicado volimenes de 10 m! de aceite para la
determinaciéon de astaxantina. De cada uno de ellos, se hicieron diluciones 1:100 en EP para
determinar su espectro de absorcién en el intervalo de 300 a 600 nm, en parzlelo con la
astaxantina patrén la cual fue preparada como se refirid en la seccién 3A.7. Igualmente la
concentraciéon de astaxantina fue calculada con la formula de Lambert y Beer (Kelley y
Harmon, 1972), utilizando el valor de absorbencia del carotenoide en EP asi como su
coeficiente de extincién (470 nm, Ejo jomy =1910). La determinacién cualitativa del
compuesto en el aceite v el cédlculo proporcional de las diferentes fracciones de astaxantina

fueron realizados mediante la técnica cromatogréfica en capa fina (TLC), descrita en el

experimento anterior (inciso 3A.7.d).
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3B.5.b. De las dietas. La determinacién de los carotenoides en las dietas se realizo al
término del experimento. Las fracciones de muestras correspondientes a las dietas
experimentales (D1, D2, y D3) recolectadas a las 2, 4, 6 y 8 semanas, fueron integradas en una
sola muestra por cada tratamiento para este fin. Los analisis fueron realizados por duplicado
siguiendo los pasos indicados en el experimento de laboratorio, a excepcidn de la dieta D4 la
cual fue lamentablemente extraviada. El extracto en EP perteneciente a la dieta basal (I33),
mostrd un fuerte color amarillo. Para determinar la naturaleza de dicho pigmento, se evapord
una alicuota de 10 ml de! exiracto, se redisoivid en etanol (disolvente mas indicado para la
determinacién de xantofilas amarillas) y se obtuvo ¢l espectro de absorcién en la regién visible
(UV/VIS). Después de identificar la curva espectral tinica de la lutefna, cuyo pico maximo de
absorcion se manifiesta a 445 nm en etano! (Davies, 1976), se calculd su concentracion

utilizando el coeficiente de extincion (Ejo4 1om) = 2550 en el mismo disolvente (Rodriguez-

Amaya, 1999). Parte de la disolucion en EP se conservé para la prueba cromatografica. Los
carotenoides de las dietas con aceite de langostilla (D1, D2 y D3), fueron exiraidos en acetona
y trasladados a €ter de petrdleo como se indicd anteriormente (3A.7), para ser analizadas
espectrofotométricamente utilizando como blanco el extracto amarillo obtenido de la dieta

basal. La concentracidn de carotenoides en la dieta D4 fue considerada de acuerdo a las

2]

especificaciones del fabricante, esto es, 90 mg de mezcla Ax-Cx (70%Ax:30%Cx) por kg de
alimento (J. Zendejas, Purina S.A. de C.V., com.pers.). El andlisis cualitativo de los pigmentos

en las dietas fue efectuado mediante la prueba cromatografica en capa fina (TLC), indicado en
el inciso 3A.7.d.

3B.5.c. Del misculo de la trucha arcoiris, 0. mykiss. La extraccion de los pigmentos fue
realizada como se describid en el ensayo anterior (3A.7.¢). Después de obtener los espectros de
absorcidén de cada una de las muestras, en el intervalo 300 a 600 nm, se identificaron los
carotenoides atendiendo a las formas particulares del espectro y a los picos méximos de
absorcién. Los picos aparecidos a 445 nm en EP fueron considerados como luteina, atendiendo
a los criterios especificados por Rodriguez-Amaya (1999); a 449 nm en EP como zeaxantina

(Davies, 1976; Rodriguez-Amaya, 1999); y entre 470 a 472 nm como astaxantina (Buchwald y
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Jencks, 1968). La confirmacion de la identidad de cada uno de los compuestos se hizo por

cromatografia en capa fina (TLC) con el auxilio de los pigmentos patron.

3B.5.d. Andlisis cromatografice en capa fina (TLC). Una vez concentrados con
vapores de N, los pigmentos del extracto y redisueltos en hexano, fueron aplicados en las
placas cromatogréficas (placas de vidrio con gel de silice 20 x 10, 60 F254, E. Mexrck) vy
eluidos con la mezcla acetato de etilo-hexano (2:1, v/v). Después de ser reveladas las bandas
se calcularon los Ry de cada una. En el caso de la astaxantina proveniente del aceite de
langostilla se determind el contenido proporcional de sus fracciones libre y esterificadas, y en
el caso de las dietas experimentales como del musculo de los organismos experimentales y del
tratamiento de referencia, se identificaron los carotencides acompafiantes de la astaxantina.
Los patrones de astaxantina y cantaxantina fueron obtenidos a partic de los compuestos
Carophyll Pink y Carophyll Rose, respectivamente (la concentracién de cantaxantina en este
tltimo caso es 10%), purificando los carotenoides por cromatografia {TLC) como se explico
en la seccion 3A.7. El patrén de luteina fue obtenido como pigmento estiandar de grado II
(93% luteina, 4.7% zeaxantina) (Hoffmann-Roche, Basilea Suiza). Con el objeto de verificar
la identidad de cada pigmento, se registrd el espectro de absorcion UV/VIS de cada banda.
Lste registro, asi como los valores R, de las bandas resultantes fueron comparados con los
resultados de los pigmentos patrén. La méaxima absorcién de la cantaxantina fue detectada a

los 463 nm en EP como corresponde segtin Davies (1976).

3B.6. Retencién de carotencides en el musculo de la trucha arcoiris (RCM). Este
pardmetro fue calculado con la formula empleada en el experimentc anterior. En el presente

caso el porcentaje del musculo en los organismos eviscerados fue 40%.

3B.7. Medicién coloriméirica del misculo de la trucha arceiris. El procedimiento para este

propoésito fue similar al descrito en el experimento de laboratorio (apartado 3A.9).
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3B.8. Tasa especifica de crecimiento de 12 trucha arcoiris (TEC)
3B.9. Factor de conversién alimenticia de los organismos (FCA)
Ambos indices fueron calculados a las ocho semanas con las formulas sefialadas en los incisos

3A.10 y 3A.11.

38.16. Signos patoldgices y mortalidad de la trucha. Los exdmenes a los peces fueron
realizados siguiendo los mismos criterios contemplados en el experimento en condiciones de

laboratorio {seccién 3A.12).

3B.11. Analisis estadistico de los resultados. Del mismo modo, los datos obtenidos en esta
etapa fueron evalvados utilizando las mismas herramientas empleadas en el experimento
anterior y con el mismo paquete estadistico. Cuando se encontrd diferencia significativa entre

los fratamientos se determind la igualdad o diferencia entre los mismos a las 2, 4, 6 v 8

semanas.
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4. RESULTADOS
4A. Del experimento en condiciones de laboratorio
4A.1. Astaxantina en la langostilla, Pleuroncodes planipes

Atendiendo a los principales criterios para el andlisis ¢ identificacidn de los carotenoides,
recomendados por Schiedt y Liaaen-Jensen (1995) y Rodriguez-Amaya (1997), el carotenoide
observado en los organismos enteros de langostilla fue la astaxantina (Ax ). El registro
espectrofotométrico del pigmento mostrd su tipica curva de absorcidn, representada en la

Figura 5, analoga al del pigmento patrén o astaxantina sintética (Carophyll Pink).
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Figura 5. Especltro de absorcidn de |a astaxantina en los organismos enteros de langostila,
Pleuroncodes planipes. Ax en la langostilia (- — - ); Ax en el pigmento patrén (——) (tmex=470 nm en EP).

El contenido total de este carotenoide fue 145 mg por kg de langostilla. El andlisis
cromatografico en capa fina (TLC) mostrd la composicidn del compuesto caracterizado por
tres bandas o fracciones de astaxantina, esquematizadas en la Figura 6, cuyas proporciones
fueron 23.87+0.92% como astaxantina libre, 40.440.33% como astaxantina monoesterificada

y 35.81£0.56% como astaxantina diesterificada (Tabla 1).
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Figura 5. Separacidon cromatogréfica (TLC) de la astaxantina de langostilla, P. planipes. L, Ax de iangostitia; P,
Ax patrén {Carophyll Pink). Bandas: 1, Ax libre; 2, Ax monoesterificada; 3, Ax diesterificada; F, frente de elucién. Mezcla
eluyente: hexanc-acetona (70:30, viv).

Tabla 1. Contenido v composicidn de carotencides en la langostilla, P. planipes; en el extracto de aceite; y en las
dictas empleadas en el experimento de laboratario.

Carotenoides Langostilla Extracto Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3
entera en aceite {langostilla)  (levadura) {Carophyl)
Astaxantina (Ax)
Contenido tedrico (mg/kg) 75 75 75
Contenide total (mg/kg) 145.00+0.15  61.00£0.290 7210035  72.44%0.79 72.87+0.36
Libre (%) 23.87=0.92 8.43=0.76 8.40+0.77 75.05+0.56 i00
Monoéster (%) 40.44£0.33  20.3220.77 19.92+0.20 Nd Nd
Diéster (%) 35.81=0.56  72.27x1.06 72.43%1.10 Nd Nd
Ctros carotencides (%) Nd Nd Nd 24 67+0,72¢ Nd

'No identificados. Nd = no detectados.
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No se observé otro carotenoide asociado con la astaxantina en el crustdceo. Los valores Rfde

las fracciones en la mezcla de disolventes hexano-acetona (70:30, v/v) fueron 0.3 para la

astaxantina libre, 0.6 para la monoesterificada y 0.8 para la diesterificada, datos coincidentes

con los publicados por Schiedt ef ¢l. (1993) y Fan ef al. (1995).
4A.Z. Astaxantina en el exiracio de aceite y en las dietas

El aceite de bacalac después del proceso de extraccién caliente presentd un color rojo-
naranja intenso y de aspecto cristalino, con un contenido de astaxantina de 112 mg por 100 g
de aceite. El nivel de recuperacion del carotenoide por kg de iangostilla entera fue de 61 mg,
equivalente a 41% del obtenido con acetona. La composicién quimica de la astaxantina una
vez en disolucién con el aceite (Fig. 7), se conservd semejante a la presentada en la langostilla
entera, aunque su contenido proporcional fue modificado, mientras que en la dieta
experimental €ste se conservd inalterado, como se aprecia en la Tabla 1. Las dietas D2 y D3,

presentaron por
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Figura 7. Separacién cromatografica (TLC) de lz astaxantina en el extractc de aceite de bacalac v en las
dietas utilizadas en los traiamientos del experimento en condiciones de laboratorio. A, extractc de aceite de
bacalas; D1, D2 y D3, dietas suplementadas con Ax de langostitia, con levadura, P rhodozyma v con AX sintética
(Carophyll Pink), respectivamente. P, Ax patrdn {Carcphyll Pink) Bandas: 1, Ax libre; 2, monoéster: 4, diéster: 3 ¥ 8,
carotenowdes no identificados, F, frente de elucion. Mezcla eluyente- hexanoc-acetona (70.30, viv).
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su parte 75.05% vy 100% de astaxantina libre, respectivamente. En la dieta basal (D4) utilizada
también como alimento para el grupo testigo, se registré un contenido de 0.9 mg/kg de
carotenoides totales que dada su minima concentracién no permitid su determinacién

cromatografica (TLC).

44.3. Composicion guimica de las dietas

Dado que el alimento basal para todas las dietas pertenecid al mismo lote, la composicién
quimica proximal y energia bruta de las mismas fueron similares durante el estudio, como se
muestra en la Tabla 2. El cardcter distintivo entre ellas fue la fuente de astaxantina y su

composicion.

Tahla 2. Camposicién quimica proximal y contenido energético de las dieias empleadas en el experimento de
laboratorio.

Fuente de astaxantina en ia dieta

Componente Langostiila Levadura Carophyli Dieta testigo
{2/100g) {Dieta 1) (Dicta 2) {Dieta 3} (Dieta 4)
Humedad 10.3+0.18 9.1+0.20 9.4+0.15 9.5+0,17
Proteina cruda 36.2+0.21 36.9£0.23 35.9x0.19 36.5+0.16
Extracto etéreo 11.2+0.06 11.3%0.15 11.2£0.12 10.9£0.06
Cenizas 6.5+0.05 6.8:0.09 6.5£0.07 6.4+0.07
Fibra cruda 2.60.23 2.9+0.21 2.8+0.18 2.8+0.20
ELN 332 33.0 342 339
Energia (Kcal/g) 3.974+0.22 4.185+0.19 3.927+0.30 4.155+0.25

'Media * desviacion estandar Resuitados expresados en base seca
*Extracio libre de Nitrogeno.
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4A.4. Depdsito de astaxantina en el misculo de la trucha arcoeiris, O, mykiss.

El anélisis estadistico de los resultados mosird que tanto la fuente de astaxantina en las
dietas como el tiempo de ingestién de las mismas, influyeron significativamente (P<(0.01)

sobre ¢l contenido del carotenoide en el misculo, como expresa la Figura 8.
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Figura 8. Depdsito de astaxantina en el muscuio de la trucha arcoiris en funcién de las fuentes del carotenoide
en el alimento y el tiempo de ingestién, en el experimento de laboratorio. T1, con Ax de langestilla; T2, con Ax de
levadura P rhododyma; T3, con Ax sintética (Carephyll Pink); T4, grupo testigo. F(5,240)=85.16; p<0.001

El contenido promedio del carotenoide en el musculo de los organismos se presenta en la
Tabla 3. El andlisis cromatografico demostré que la astaxantina fue depositada en el tejido
Unicamente en forma libre. La concentracién del carotenoide en el masculo de los organismos
que recibieron el pigmento de langostilla (T1), asi como de aquellos que recibieron levadura,
P. rhodozyma (TZ2), fue significativamente menor (P<0.03) que la obtenida en los peces
tratados con astaxantina sintética (Carophyll Pink) (T3). Este patron de comportamiento se
conservé hasta el término del experimento en la sexta semana, mientras que los tres

tratamientos fueron significativamente diferentes (P<0.01) con respecto al grupo testigo (T4).
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Tabla 3. Conterundo de astaxantina en el misculo de ia frucha arcoiris y cinética de dep6sito durante &l
experimento en condiciones de laberatorio,

Tratamientas/ Contenido de astaxantina en el misculo Tasz de DepoGsiso’
Fuente de Ax (ma/ke} {mg/ke/d)
Semanas 0 3 8 0-3 3-6
T1 (Langostilla) 0.21x£04 1.56+0.250 3.68+0.75P 0.07 0.11
T2 {Levadura) 0.21+0.4 1.4840.36° 3.54::0.635 0.06 0.10
T3 (Carophyli) 0.21x0.4 2.59:0.512 5.91+1.368 0.12 0.17
T4 (Testigo) 02104 0.27+0.08° 0.40£0.10¢

Media  d.e. *°° Medias con ieraies diferentss enire traiamientos en la musma semana ndican diferencia significativa
(P<0.05). 'Tasa de depdsito (mg/kgrdia} = Contenido de Ax final-Contenido de Ax inicial / dias de alimentacion, en las
semanas0a3y3ab

Un rasgo interesante observado en los organismos experimentales fue la menor variacidn en el
contenido de astaxantina muscular, expresada en una desviacidn estandar mas pequefia con
respecto a los organismos sujetos a la astaxantina sintética (Carophyll Pink). Otro hecho que
llam¢ la atencidn fue que los peces con mayor contenido de astaxantina en el musculo (9
organismos pertenecientes al tratarniento con astaxantina sintética), presentaron en la sexta

semana ovarios muy pigmentados vy de mayor tamafio, con un contenido de astaxantina de
3.5+£2.5 mg/kg.

También en la Tabla 3 se puede apreciar que la tasa de acumulacion del pigmento en el
musculo de los ejemplares del tratamiento con astaxantina de langostilla fue de 0.07 mg/kg/dia
durante las primeras tres semanas, esto es 42% menor con respecto al observado en los
organismos del tratamiento con la astaxantina sintética (Carophyll Pink), en los cuales dicho
cociente fue de 0.12 mg/kg/dia. Dicha tendencia fue invertida en la segunda etapa, en la cual,
en el primer grupo la tasa de depdsite tuvo un incremento de 1.6 veces (57%), mientras que en

el segundo fue ligeramente inferior (de 1.4 veces 0 42%).
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4A.5. Retencién de astaxantina en el masculo de la trucha arceiris (RAM)

La Figura 9 sefiala que la retencién det pigmento de la langostilla (T1)} v de la levadura
{12) en el musculo de la trucha a las seis semanas fueron similares, calculadas en 5.62+0.54%
y 5.2420.40%, respectivamente. Ambas mediciones fueron significativamente menores
(P<0.01) a la obtenida con la astaxantina sintética (Carophyll Pink), la cual alcanzé a
8.81+0.54%.
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Figura 8. Retencion de astaxantina en el musculo de la trucha arcoiris a las seis semanas, en ef

experimento de laboratorio Tratamientos: T1, con Ax de langostilia, T2, con Ax de levadura P rhodozyma;
T3, con Ax sintética {Carophy!l Pink): T4, grupe testigo.

4A.6. Pigmentacién del miscule de la trucha arcoiris

Todos los peces que tuvieron astaxantina en la dieta exhibieron a partir del décimo dia una
coloracién vosa brillante en la piel a lo largo de la linea lateral, siendo ésta mas intensa después
de la tercera semana y extendiéndose hasta los opérculos (Fotografia 4, ANEXO ). Entre
todos, los organismos que recibieron astaxantina sintética (Carophyll Pink) presentaron una
pigmentacién externa mds acentuada. Un rasgo interssante observado en el 20% de dichos

ejemplares al finalizar la sexta semana fue la pigmentacién rojo brillante de ovarios
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acompafiado de un ligero incremento de tamafio de dichos ¢rganos, con respecto los demas
organismos del mismo tratamiento y de los tratamientos T1 y T2. El incremento de la
pigmentacién externa de los vio reflejado en la pigmentacion del musculo durante las
seis semanas, percibido tanto visual como colorimétricamente como consta en la Tabla 4 en la
cual se exponen las variaciones de los indices L¥, a*, b*. En dicha Tabla se puede apreciar que
tanto la fuente de astaxantina en el alimento como el tiempo de ingestién tuvieron un efecto
altamente significativo (P<(0.001) sobre los indices colorimétricos. Es notable también que
entre ta 3* y 6° semana, e} promedio de os niveles de rojicidad (a*) en el mésculo de los peces
tratados con astaxantina de langostilla (T1) tuvo un incremento de 67%, seguido por los
organismos del tratamiento con levadura (T2) P. rhodozyma (64%), mientras que en los
gjemplares correspondientes al tratamiento con astaxantina sintética (Carophyll Pink) (T3),

dichoe incremente fue de 34%.

Tabla 4. Variacién colorimétrica del mtisculo de la trucha arcoiris bajo la influencia de las diferentes fuentes de
astaxantina en el alimento, en el experimento de laboratorio.

Tratamientos/ Semana b= a* b* c* (H)ap

Fuente de Ax

0 67.30+1.9 1.5240.9 9.24£1.3 9.36+1.1 80.59=1.3
T1 (Langostilla) 3 55.1542.0 11.13+1.9P 13.5321.1 17.5542 0P 50.27+2.9b

6 59.67+1.4 18.56+2.0P 17.92+1.3 25.90+2.2b 44.19:2.30 |
T2 (Levadura) 3 57.04+2.1 10.26+1 6P 11.94£0 8 15794140 49.32+3.4b¢

6 60.70+1.5 16.80+1.6° 17.30:£1.0 24.53+1.70 43931220
T3 (Carofil) 3 53.7622.5 15.6541.82 14.15+1.] 21.16:1.52 42,1143 8C

6 57.3342.5 21.02=].92 17.9041.4 276342238 40.48:1 9
T4 (Testigo) 3 59.28+1.3 3.11+1.0¢ 9.95+3.2 10.8342.82¢  68.69:2.22

6 65.9943.2 3.27£2.1¢ 15.711.4 16.20+1.1¢ 77.76+5.02

Medmide L*, luminosidad; a*, cromaticidad roja; b*, cromaticidad amarilla; C*, croma, H°, tonalidad del color del muisculo,

Los valores en la semana cero son comunes para todos los tratamientos. ab.S \Medias con lterales diferentes entre
fratamisntos en la misma semana, indican diferencia altamente significativa (P<0.01)
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En la Figura 10 se puede observar que este efecto es inverso en las primeras tres semanas,
periodo en el cual la accién pigmentante de la astaxantina sintética expresada en rojicidad (a*),
aventaja a las fuentes naturales del carotenocide. Por esta razdn, a las seis semanas el nivel mas
alto de rojicidad (a*) se tuvo en el musculo de los peces que recibieron el carotenoide sintético
(Carophyll Pink) (T3), esquematizado en la Figura 10. Dicho efecto fue también distinguide
visualmente como puede observarse en las Fotografias S5 v 6 (ANEXO I). Un hecho que llamé
la atencion en esta etapa fue la presencia de ovarios fuertemente pigmentados en 9 ejempiares

de este grupo estudiado (13), los cuales no fueron medidos colorimétricamente.
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Figura 10. Efecto de la fuente de astaxantina en los tratamiantos y el tiempo de ingestién del alimento sobre 1a
cromaticidad roja (a*) del mUsculo de la trucha cultivada en condiciones de laboratono. T1, con Ax de langostilla,
T2, con Ax de levadura P rhododyma; T3, con Ax sintébica (Carsphyll Pink): T4, grupo testigo. F(8,240)=136.62; p<0.001

Los indices colorimétricos L*, a*, b*, se mostraron altamente correlacionados con el
contenido de astaxantina en el musculo. Entre ellos, ia cromaticidad roja o rojicidad (a*)
mostrd la mayor correlacion como consta en la Tabla 5. Por su parte, la cromaticidad amarilla
(b*) mostrd también una correlacion positiva con la concentracion de astaxantina muscular
pero en menor grado que la rojicidad, aumentando al término del experimento
aproximadamente dos veces st nivel basal en todos los tratamientos. La luminosidad (L*)} en

cambio, mostrd una correlacion negativa con dicha variable, mostrando en consecuencia los
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valores més bajos en el grupo que recibi¢ la astaxantina sintética (Carophyll Pink) (R=- 0.61).
Igualmente, los pardmetros cromaticidad (C*) vy tonalidad {H°p) fueron estrechamente

correlacionados con el incremento del carotenoide en el musculo.

Tabla 5. Correlacicn entre los indices de color v el contenido de astaxantina en el miscuio de la trucha arcorris,
en el experimente en condiciones de laberatorio.

Tratamientos/ Modelo cC!
Fuente de astaxantina
TT1 (Langostilla) a*= 22659+33713 Ax R=0.93
b* = 109310 + 1.2425 Ax R=0.72
L*=659650- 1.6510 Ax R=-070
He=77.4550 - 7.1030 Ax =-0.84
C*=11.1880 + 2.9094 Ax R=0138%
TZ {Levadura) a*= 2.3332 +3.4249 Ax R=052
b*= 11.0335+ 1.2800 Ax R=0.72
L*=65.8237 - 1.6505 Ax R=-0.70
H°=77.4550-7.1030 Ax R=-0.85
C*=11.1880 +2.9094 Ax R =0.88
T3 (Carophyid) a¥ = 14255 +4.5146 Ax R =003
b* = 10.5036 + 1.9076 Ax R=0.77
L*=65.9900 - 1.7720 Ax =.0.61
H® =79.4570 -9.7600 Ax R=-0.387
C*=104150 +3,9978 Ax R =091

'Coeficiente de correlacion.

Una informacién importante que se obtuvo de la correlacién entre concentracion de
astaxantina en el musculo vy rojicidad {(a*) del tejido, en todos los peces suplementados con
astaxantina, es la tendencia de equilibrio en los niveles de rojicidad (a*) a medida que el
contenido del carotenoide en el musculo alcanza niveles cercanos a & mg/kg, aspecto

distinguible en la Figura 11.
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Figura 11. Correfacién entre el contenide de astaxantina en el musculo y la cromaticidad roja (a*) del fejido en
todos los ejemplares de trucha arcoiris que recibieron astaxantina en la dieta. (y= 2.3548+3,5674 Ax, r=0.92).

El contepido de astaxantina en el misculo como consecuencia de la ingestién del
carotenoide con la dieta tuvo un efecto significativo (P< 0.01) en los pardmetros tonalidad
(H% y croma (C*) (Figura 12), decreciendo el primer pardmetro directamente con el
incremento del carotenoide, en tanto que los niveles de croma fueron incrementados. Aunque
los niveles de tonalidad (H®),, obtenidos en la sexta semana en el tratamiento con langostilia,
asi como con la levadura P. rhodozyma, fueron significativamente diferentes (P<0.01) a los del
tratamiento con la astaxantina sintética (Carophyll Pink), los niveles de croma (C*¥) en la

misma semana en los tres tratamientos no presentaron diferencia significativa (F>0.03).
4A.7. Comportamiento de la frucha durante el experimento

Al comenzar el periodo de aclimatacion, los peces se mostraron con gran actividad motriz
que condujo a proteger las tinas con mallas removibles. Una vez estabilizados v comenzada la
experimentacion, los peces sometidos a la dieta con el pigmento de langostilla (D1)

presentaron renuencia moderada a ingerir el alimento durante los primeros dias. Pasado este
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tiempo, éste fue aceptado activamente. Las otras dietas D2, D3 y D4, fueron consumidas desde

el principlo.
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Figura 12. Tonalidad del color (H%ab y croma (C*) del muscule de la trucha arcoiris, en funcion de las
diferentes fuentes de astaxantina en los iratamientos y del tiempo de ingestion ds! alimento T1, con Ax de
langostilla; T2, con Ax de levadura P. rhododyma; T3, con Ax sintética {Carophyll Pink); T4, grupo testigo,
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4A.8. Tasa especifica de crecimiento de [a trucha arcoiris (TEC)

Come se resume en la Tabla 6, el crecimiento en peso de los organismos en todos los
grupos estudiados ne se vio influenciado por la fuente de astaxantina en el alimento. La tasa
especifica de crecimiento en los tratamientos con adicion de astaxantina de langostilla, de la
levadura P. rhodozyma y de la astaxantina sintética (Carophyll Pink) (T1, T2 v T3,
respectivamente), no presentaron diferencia sigrificativa (P>0.05) con respecto al grupo
testigo (T4). A las seis semanas, los organismos tuvieron un incremento total en peso
equivalente al 45, 47, 47 y 48% cn los tratamientos T1 a T4, respectivamente, comparable al
observado por Torrissen (1989) en truchas arcoiris més jévenes (123 g), a las ocho semanas de

tratamiento con astaxantina y cantaxantina sintéticas,
4A.9. Factor de conversién alimenticia de la trucha arcoiris (FCA)

Este parametro por su parte, calculado al finalizar el estudio fue similar entre los
L P p

tratamientos y el grupo testigo (P>0.05), indicado en la Tabla 6.

Tabla 6. Tasa especifica de crecimiento de la trucha arcoiris y olres parametros fisiolégicos bajo la influencia de
las diferentes fuentes de astaxaniina en la dieta, en el experimento de laboratorio.

Tratamientos/ Peso inicial Pese final Mortalidad TEC FCaA
Fuente de Ax ) {g) (%) (%)

T1 (Langostiila) 21864 317419 0.0£0.08 0.89=x0.024 1460138

T2 (Levadura) 21745 319413 0.0+£0.02 0.92+0.012 1.41£0.078

T3 (Carophyll) 218+9 321£17 0.0£0.02 0.91+0.043 1 440 243

T4 (Testigo) 220117 325%23 1.85+0.0% 0.83x0.038 1.360.168

Mediz + d.e (n=54 en la semana cero, n= 30 en la semana seis, en cada tratamiento). TEC= tasa especifica de crecimiento,
FCA= factor de conversion alimenticia. © Literales iguales entre jratamientos en la misma semana exprésan no diferencia
significativa (P>0.05)
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4A.10. Signos patolégicos v mortalidad de la trucha

A los dos dias de haber empezado el experimento, un ejemplar perteneciente al grupo
testigo muri accidentalmente al enredarse con la red que cubria las tinas. A las dos semanas,
se observaron manchas grisiceas con apariencia ligeramente algodonosa en la piel del dorso
(base de la aleta dorsal) y opéreulo de algunos organismos en cada tratamiento (entre 5 a 7%
de la poblacidn). Al examinarse al microscopio se constatd que las manchas fueron provocadas
por microorganismos saprofiticos como el hongo Soprolegnia sp. Dicho efecto fue corregido
con inmersion de los peces en una disolucion de Verde de Malaquita a una concentracién de
67 ppm durante 30 segundos (Drummond, 1990) y con la aplicacién de 1 kg de sal comin
colocada en la entrada de agua en cada tanque durante 3 a 4 horas. La limpieza de las unidades
experimentales de manera interdiaria con sifén, permitié disminuir el exceso de manipulacién
ocasionado por el barrido, buscando asf reducir el nivel de estrés en los organismos. Los
higados examinados al principio y al final del experimento presentaron un crecimiento v
coloracién normal en toda la poblacién, cuyos pesos fluctuaron de 3.60:0.09g al empezar el
experimento a 4.87=(1.18g al finalizar. El tnico caso de muerte en el grupo testigo representd
el 1.85% de mortalidad en dicha poblacidn, sin diferencia significativa (P>0.05) con respectc a

los dermaés fratamientos.
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4B. Del experimento en condiciones piicto
4B.1, Astaxantina en el aceite de Iangostilla, Pleuroncodes planipes, vy en las dictas

El aceite de langostilla almacenado en el garrafén de plastico a —15°C contuvo una
concentracidn de 1,169+1.2 mg de astaxantina por kg de aceite (equivalente a 116.9 mg/100 g
de aceite), Ia cual estuvo compuesta por 6.99% como astaxantina libre y 93.01% esterificada
(70.88% di¢steres y 22.13% monoésteres de astaxantina). Como consta en la Tabla 7, la
disminucion méaxima del contenido de astaxantina en las dietas experimentales (D1, D2 y D3),
después de ocho semanas de almacenamiento a 4°C, fue de 2.52% con respectc a la
concentracion inicial. Sin embargo, su composicidn quimica permanecié sin aiteracién
significativa con respecto al carotenoide en el aceite, como lo demostraron las pruebas

cromatograficas (TLC) ilustradas en la Figura 13.

Tabla?. Contenido de carotenoides en las dietas empleadas en el experimento en cendiciones piloto.

Diietas
Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta §
50 mg/kg 75 mglkg 100 mg/kg 90 mg/kg 0 mg/kg
Astaxantina (mg/kg)
Contenido inicial 49.30+1.43 74.76+1.72 $9.27+0.37 Ne Nd
Contenido final 48.71x0.86 72.87+0.32 98.25£1.74 Ne Nd
Decremento de Ax {%)? 1.21 2.52 1.03 Ne Nd
Ax libre (%) 7.15+0.49 6.57x0.16 7.48x0.66 100° Nd
Monoéster de Ax (%) 2336026 24.05+0.77 2524+1.12 Q Nd
Diéster de Ax (%) 69.45+0.77 69.3520.91 67.26=1.78 0 Nd
Luteina Nd Nd Nd Nd 18.10+0.26

'Dieta comercial con un contenido de S0 mg/kg de astaxantina y cantaxantina sintéticas. Nc = no caleulade. N = no detectado
Digminucion de Ax en ocho semanas. *Los carctencides Ax y Ox son sintetizados en su forma hibre (Bermhard, 1931)
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La dieta basal (D5), mostré en su composicién la xantofila amarilla luteina con una

a la del pigmento patrdn, caracterizada principalmente por el pice de absorcién méxima a los
445 nm en EP como lo describe Rodriguez-Amaya (1999), e ilustrada ¢n la Figura 14, Las
dietas experimentales presentaron en consecuencia ademas de astaxantina, dicho contenido
basal de luteina observable sélo en la prueba cromatografica (Figura 13). Los Ry calculados
para dichos carotenoides fueron Re = 0.35 para la luteina, 0.45 para la fraccién libre de
astaxantina; 0.65 para la astaxantina monoesterificada y 0.85 para la astaxantina diesterificada.
La diferencia entre los Rr calculados en la presente etapa con respecto a los del primer

experimento obedece a la diferenie mezcla eluyente agui utilizada.
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Figura 13. Separacion cromategrafica (TLC) de los carotencides en el aceite de langostila y en las dietas
utilizadas en el experimento en condiciones piloto. A, aceite de langostilla; D1, D2, D3, dietas con 50, 75 y 100 mg/kg de
Ax de langostilla, respectivamente; D5, dieta del grupo testigo P1° patrén de Ax (Carophyll Pink), P2: patrdén de luteina
Bandas' 1, luteina; 2, Ax libre; 3, monoéster deAx; 4, diéster deAx.
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Figura 14. Especiro de absorcién de ia luteina en fa dieta basal empleada en el experimento en condiciones
pitoto. {a) Pigmento patrén, (b) pigmento en la dieta basal (422, 445, 474 nm en EP),

Tabla 8. Composicién quimica proximal y contenido energético de las dietas empleadas en ef experimento en
condiciones piloto

Dietas/Miveles de inclusién de astaxantina
Componente (g/100g)! Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 42 Dieta 5°
50 mg/kg 75 mg/kg 100 mg/kg (90 mg/kg) {0 mg/kg)
Humedad 5.2940.52 5.17£00 5.18x10 5.12+0.14 5.2940.03
Proteina cruda 39.37+0.28 38.72+0.05 39.33+0.06 38.27+0.13 38.5520.27
Extracto etéreo 12.10£0.24 12.34+0.31 12.61£0.23 14.04+0.22 13.47+0 30
Cenizas 8.000.035 8.05x0.08 8.00+0.02 8.8420.08 8 04+0.16
Fibra cruda 2.59£0.13 2.37x0.09 2.1840.04 2.1220.08 2.14£0,18
ELN* 37.94 38.52 37.88 36.73 37.80
Energia (¥cal/g) 5.0949+0,22 5.2629+0.19 5.2796=0.15 5.4033+0.30 5.4084=0.38

Media + d.e Resultados expresados en base seca. 2Dieta comercial con un contenido de 90 mgfkg de astaxantina y
cantaxantina sintéticas >Dieta basal para el grupo testigo, sin adicion de carotencides. AExtracio libre de Nitrdgeneo.



49

43B.2. Composicion quimica de las dietas

Debido a que las dietas experimentales fueron elaboradas con la misma dieta basal, éstas

no mostraron variaciones importantes en su composicidn proximal como se pudo apreciar en
la Tabla 8.

4B.3. Composicién y contenido de carotenoides en ol misculo de la trucha arceiris

En la Tabla 9 se expone el nivel de carotenoides en el musculo de los organismos que
recibieron astaxantina en la dieta durante las ocho semanas de observacién. La concentracidn
de dichos compuestas en los peces que recibieron los tres niveles de astaxantina de langostilla
(T1, T2 y T3), asi como en aquellos del tratamiento de referencia con la mezcla Ax-Cx (T4),
fue estadisticamente superior (P<0.01) a la del grupo testigo {T5) a las ocho semanas. Durante
las sels primeras semanas los organismos que recibieron 50 mg/kg del pigmento de langostilla
(T1), presentaron un depdsito de carotenoides significativamente menor (P<0.01) que los que
recibieron 75 y 100 mg/kg del carotenoide (T2 y T3) y que el tratamiento de referencia con
Ax-Cx (T4); sin embargo, en la octava semana, dicho depésito se incrementé hasta alcanzar un
nivel semejante a los observados en aquellos tratamientos, razon por la cual, no se observé
diferencia significativa (P>0.05) en dicho momento del estudio. Por su parte, el depésito de

carotenoides en los tratamientos T2, T3 y T4 fue semejante entre si (P>0.05) en todas las

etapas de estudio.

También seflalada en la Tabla 9 v a semejanza de lo observado en el experimento de
laboratorio, en los organismos de los tratamientos experimentales (T1 y T3) se observé mayor
tasa de depésito de carotenoides en el musculo durante la segunda etapa del experimento con
respecto a la primera, En el tratamiento T2 dicho efecto no es evidente probablemente debido
a la elevada concentracion que presentd alguna de las muestras en la semana 4. En el presente
experimento, el incremento de la tasa de depdsito observado en los organismos que recibieron
la mezcla sintética Ax-Cx (T4) fue similar al observado en los peces tratados con astaxantina

de langostilla (a diferencia del tratamiento T2), hecho antagdnico con respecto a lo observado
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en el experimento de laboratorio. Un rasgo sobresaliente en este experimento es el
pronunciado incremento de dicha tasa especialmente en los peces que consumieron la menor
inclusién de astaxantina (50 mg/kg) (T1), en los cuales se triplicd (3.3 veces)este nivel,
mientras que en los tratamientos T3 y T4, solo hubo un incremento de 1.6 veces con respecto a

las primeras cuatro semanas.

Tabia 8. Contenide de carotenoides en ef musculo de {a trucha arcoiris y cinética de depdsito duranie el
experimento en condiciones piloto.

Tratamientos/ Contenido de carctenoides en el musculo (mg/kg) Tasa de depbsite!
Nivel de inclusion (mg/kg/d)
Semanas ] 2 4 6 8 0-4 4-8
TE/ (50 mg/kg) 1.09£0.36 1.95+0.33 1.83+0.38P 2.67+0.55%  4.32+1.018 0.03 0.10
T2/ (75 mg/kg) 1.09+0.36 1.91+0.52 3.23+0.632 371203128 4.77+0.812 0.08 0.07

T3/ (100 mg/kg) 1.09£0.36 2.04£0.61 2.65+0.272 3.97+0.89%8  520%].11% 0.06 0.10
T4 (Ax-Cx) 1.09+0.36 1.93+£0.13 2.72£0.842  321x0.37%b  5.19+0.748 0.06 0.10

TS (Testigo) 1.090.36  1.38£028 1274077  1.394021¢  1.65+1.00b

Media + de. *P° Medias con literales diferentes entre tratamientos en la misma semana indican diferencia

significativa (P<0.01). 1Tasa de depésito (mgikg/dia) = Conterido final de Ax- Contenido inicial de Ax / dias de alimentacién, 0
a 4 semanas, 4 a 8 semanas

La Figura 15 representa graficamente ia cinética del depdsito de los carotenoides en el
musculo de la trucha. En ella se aprecia que los contenidos de pigmentos en los peces que
ingirieron los tres niveles de inclusién del carotenoide de langostilla (T1, T2, T3) a las ocho

semanas, fueron equivalentes al del tratamiento de referencia con los carotenoides siniéticos
Ax-Cx (T4).
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Contenido de carotenoides (mg/kg) en el misculo
w
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Figurai5. Depdsito de carotencides en el musculo de la trucha en funcién de los niveles de
inclusion de astaxantina de langostilla en la dieta y ef tiempo de ingestién del alimento en el
expernmento piloto. 11, 50 mgfkg; T2, 76 mg/kg; T3, 100 mg/kg; T4, tratamiento de referencia (Ax-
Cx); T5, grupo testigo (sin Ax). F(16,105)=6.89; p<0.001).

El analisis cromatografico mostr6 que los peces presentaron en el musculo al comienzo
del experimento la xantofila amarilla luteina, con una concentracion de 1.09+0.36 mg/kg. Este
carotenoide permanecié en los organismos del grupo testigo (T5) durante las ocho semanas de
experimentacion, alcanzando un méximo de 1.65%1.00 mg/keg, mientras que, en los
tratamientos experimentales (T1, T2, T3) y en el tratamiento de referencia (T4), la luteina fue
visible en el registro espectrofotométrico sélo hasta la segunda semana. A partir de la cuarta
serana fue detectada en estos organismos la astaxantina como principal carotenoide,
acompafiado de pequefias concentraciones de otra xantofila amarilla, la zeaxantina (Zx), cuyo
pico maximo de absorbencia en EP se observé a los 449 nm (Rodriguez-Amaya, 1999), v

mostrando su forma tipica la cual es esquematizada en la Figura 16 a.
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Figura 16. Espectro de absorcian de la zeaxantina vy astaxantina detectados a partir de la cuarta semana en &l

musculo de la trucha arcoiris que recibieron astaxantina en el experimento piloto. (a), zeaxantina (449, Amz): (D),
astaxantina (470Ana} con influencia de zeaxantina; (c), patrén de Ax (Carophyil Pink).

£l misculo de los peces que ingirieron la dieta con carotenoides sintéticos (Ax-Cx),
pertenecientes al grupo de referencia (T4), mostré ademés de astaxantina y zeaxantina, la
cantaxantina (Cx). Este carotenoide fue detectado solo en la cromatografia de capa fina (Figura
17). Una vez aislado ¢l compuesto de la placa cromatogréfica, éste presentd un pico maximo
de absorcidn a los 463 nm como corresponde a su naturaleza (Davies, 1976), v una curva
espectral andloga al del pigmento patrén. La predominancia de la astaxantina en todas las
muestras procedentes de los tratamientos experimentales, asi como del tratamijento de
referencia, se conservd durante las cuatro Gltimas semanas. Su asociacidn con los carotenocides
acompafantes se manifesté en la curva espectral con la aparicion de un hombro o curva de
inflexion antes del pico mﬁximo, morfologia ligeramente atipica de este compuesto (Figura 16
b). Este rasgo no existe en el espectro del carotenoide patrén, como consta en la Figura 16 ¢. A
pesar de dicha interferencia, la astaxantina fue evidente por su maxima absorbencia de luz

visible entre los 468 2 473 nm en EP (Buchwald v Jencks, 1968; Davies, 1976).
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En el estudic cromatografico de capa fina (TLC) fue posible apreciar que la luteina v la

Zeaxantina presentan un mism

L]

Ry (Figura 17). Tal coincidencia obedece a la semejanza
estructural de ambos carotenoides, como lo refieren Schiedt ef al. {1995). Esta particularidad
impidié la identificacién concluyente de la zeaxantina por este método en los extractos
correspondientes a los peces tratados con astaxantina, por lo que para tales propdsitos, se

utilizé Gnicamente las caracteristicas espectrofotoméiricas de las bandas aistadas.

R W

T1 T2 T3 T4 31 P2 B3

Figura 17. Separacién cromatogréfica de los carctenocides del misculo de ia trucha a las ocho semanas de
Ingestidn de alimentos con diferentes niveies de inclusion de astaxantina de langostilla en el cultive piloto.
Tratamientos T1, 50 mg/kg, T2, 75 ma/kg; T3, 100 ma/kg, T4, tratamiento de referencia (Ax-Cx) P1, P2 y P3, patrones de
astaxaniina, cantaxantina y luteina, respectivamente Bandas 1 zeaxantina y luteing; 2, astaxantina, 3 cantaxantina; F, frente
de elucion

Los valores Rr determinados en la prusba cromatografica (TLC) fueron: 0.35 para la
zeaxantina y luteina, 0.45 para la astaxantina, coincidentes con los registrados por Schiedt et
al. (1995), v 0.55 para la cantaxantina. El contenido proporcional de estos carotenoides en el
musculo, determinado al finalizar el experimento en los diferentes tratamientos, se muestra en

la Figura 18,
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Figura 18. Contenido proporcional de los carotenoides depositados en el musculo de la trucha arcoiris a las ocho
semanas de experimentacion en condiciones piloto. T1, 50 mg/kg; T2, 75 mg/kg; T3, 100 my/kg; T4, tratamiento
de referencia (Ax-Cx); T5, grupo testigo (sin Ax).

4B.4. Retencion de carotenoides en el muisculo de Ia trucha arcoiris (RCM)

Los diferentes niveles de inclusion de la astaxantina de langostilla en el alimento (50, 75
v 100 mg/ke), no tuvieron efecto significativo (P>0.05) sobre los niveles de retencion del
carotenoide en el misculo a las ocho semanas. Los promedios observados en los peces que
ingirieron el pigmento de la langostilla (T1, T2 y T3} fueron 4.58+0.91, 4.7520.79 y
5.34+1.92%, respectivamente, comparables con la obtenida con los pigmentos sintéticos Ax-
Cx en el tratamiento de referencia (T4) (4.98+1.13%) y significativamente diferentes a la

mostrada en el grupo testigo (15} (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de los niveles de inclusion de la astaxantina de fangostilla en el alimento de la trucha, sobre la
retencién del pigmento en el misculo a las ocho semanas. 71, 50 mg/ky; 72, 75 mg/kg; T3, 100 mg/ky; T4,
tratamiento de referencia (Ax-Cx); T5, grupo testigo (sin AxX). (P<0.01}

4B.5. Pigmentacion muscular de la trucha arcoiris

Los peces de los tratamientos T2, T3 y T4 mostraron desde la segunda semana un color
rosa metalico a lo largo de la linea lateral, en tanto que los del tratamiento T1 manifestaron
esta coloracidén sélo después de las cuatro semanas. El musculo de los peces colectados al
empezar ¢l ensayo tuvo un color amarillento el cual se conservd en los peces del grupo testigo
(TS5) durante las ocho semanas, mientras que en los organismos gue recibieron astaxantina en
ai alimento, el tejido fue mostrando paulatinamente una coloracién roja que se incremento con
el tiempo y que fue detectado colorimétricamente mediante los indices de color L*, a*, b*,
come se indica en la Tabla 10. En dicha Tabla y en la Figura 20 se puede distinguir que el

incremento de color del musculo fue reflejado principalmente en los indices de cromaticidad
roja o rojicidad (a*), asi como en los parametros tenalidad (H°),, v croma (C*). Los

gjemplares de los tratamientos experimentales (T1, T2 y T3) y los del tratamiento de
referencia (T4), presentaron al finalizar el experimento niveles de rojicidad (a*)

estadisticamente semejantes (P>0.05), pero significativamente difereates (P<0.01) con

respecto al grupo testigo (T5).
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Tabla 10. Variacién colorimétrica del midsculo de ta trucha arcoeiris bajo la influencia de diferentes nveles
de inclusion de astaxantina de langostilla en ef alimento, en el experimento en condiciones piloto.

1

Tratamientos Semana L* a* b* C* M|
0l 62705138 3.83:1.01 11954219  12.50+2.40 73.40+2.39
T1 (50 mg/kg) 2 61.9941.73  464+174  1083+0.59 11.86x091  67.1627.98
4 61.0223.01  9.50+223b  135121.19 16.5532.18%  55.3234.75P
6 59.57£149 934:0810  13.61£1.32 16.53+1.102 55.44=3 78D
8 53.2240.92 14.91+1.842  14.68+0.68 20.94:1.69% 44.71+2.75P
T2 (75 mg/kg) 2 622543.01 7204180 1198171 14004232  5924+4.16
4 60.64+1.64  9.55:1.200  1246+£0.88  15.70£1.38%  52.6322.06C
6 60.65:1.47  11.061.102 13.58£0.87 17.53£1.208  50.90+1.74¢
- 8 55.4342.02  1523+254%  14.68+1.97 21.16+3.182  44.06+1.31D
T3 (100 mg/kg) 2 60.63£3.38  7.23+3.49  10.96:2.49  13.2043.99 53.19&7.03]
4 60.04+3.77 11.03+3.078 13244288 17.25+4.148  50.52+2.54C
6 56745145  11.8241.637 13.5241.97 18.0242.028 48.76:4.81°
8 54434433 14.66+4.24% 13.99:1.66  20.32+4.15%  44.4525.43D
T4 (Ax-Cx) 2 60.7142.13  6.58+2.34  11.73+1.83  13.49:2.64  61.4846.09
4 59.13£139  11.06+1.320 14.0261.13  17.86£1.632  51.77+1.84¢
6 59344273 10.84%279% 13772197  17.56£3.182  52.21x4.13C
8 52225143 16.14£143%  14.572047  21.752132%  42.15:1.88P)
T5 (Testigo) 2 61.16£329  5.05£1.03 12.56:1.86  13.58£1.77  67.9324.89
4 61.4212.86  7.31+2.185 13.3740.60 15.3420.863 61.6127.752
6 58.0942.76  6.16£1.55¢ 12204131 13.81£1.40P 634745952
8 58774239  6.46+1.620 14124122 15.56:1.63P  65.64:4.382]

Media+d.e. Luminosidad (L*®); rojicidad (&%); cromaticidad 1amanlla (0*); croma (C*) y tonalidad {H®%y) del misculo de la

trucha arcoiris en los tratamientos con Ax de langostifia

Los valores en la semana cero son comunes para todes los

tratamientos vy grupa testigo. a.b.C pedias con Wterales diferentes entre tratamientos en ig misma semang, indican
diferencia altamente significativa (P<0.01).
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Figura 20. Efecto de los niveles de inclusién de la astaxantina de langostilia en el alimento de la trucha y el

tiempo de ingestion, sobre la rojicidad (a*) del musculo. T1, 50 mgtkg, T2, 75 mg/kg; T3, 100 mgfkg: T4, fratamiento de
referencia (Ax-Cx); T8, grupo testigo (sin Ax) F(18, 105) = 3.92; P<0.001.

Como en el experimento anterior, los indices de cromaticidad presentaron estrecha
correlacion con el contenido de carotenoides en el musculo, entre ellos la cromaticidad roja 6
rojicidad (a*) fue el indice mas dependiente como se puede observar en la Tabla 11, Tanto la
cromaticidad amarilla (b*) como la luminosidad (L*) presentaron baja correlacion con dicho

parémetro, mostrando esta Gltima una correlacion negativa, al igual que la tonalidad (H),, .

Los niveles de tonalidad en el misculo de los organismos que recibieron astaxantina del
crustaceo a las ocho semanas fueron muy semejantes {con una variacidn de 44.06 a 44.71),
apreciable en la Figura 21. Este resultado confirma lo observado en cuanto a la concentracion
de carotencides y los niveles de rojicidad alcanzados en la octava semana en dichos grupos. El
parametro croma (C*) mostré por su parte menor correlacion con el contenido de pigmentos
en el musculo. Al finalizar ¢l experimento, las medias obtenidas de ambos parametros (HC; y
C*}, no presentaron diferencia significativa (P<0.05) con respecto a los peces que recibieron
los carotenoides sintéticos (Ax-Cx) (T4), mientras que con respecto al grupo testigo (T3),

éstos fueron significativamente diferentes (P<0.001).
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Tabla 14. Correlacidn entre los indices de color L*, &%, b*, parametros (H%ap, {C*) ¥ el contenido de astaxantina
en el musculo de la trucha arcoiris del experimento piloto.

Tratamientos/ Modelo cc!
Nivel de inclusion de Ax

T1 {50 mg/kg) a*= 19800 +2.5232 Ax R=0.84
b* = 11.6990 + 0.50607 Ax R=036
L* = 64.0570- 1.67.90 Ax R=-0.67
He=76.6420 - 6.7477 Ax R=-0.84
C*=112188+ 1.8005 Ax R=0.72

T2 (75 mg/ke} a*= 1.9898 +2.5651 Ax R=0.82
b* = 11.7040 + 0.52839 Ax R=036
L* = 64,2740 - 1.9300 Ax R=-071
H®=76.5214 - 6.7530 Ax R=-0.81
C¥=11.2021 +1.8533 Ax R=071

T3 (100 mg/kg) a*= 17127 +2.6784 Ax R=0383
b* = 11.6060 +0.59608 Ax R=042
L*=64.2910-1.8150 Ax R=-0.68
H®=77.2673 -7.0515 Ax R=-0.84
C* =10.9930 + 1.9581 Ax R=0.75

T4 (Ax-Cx} a*= 20570 +2.4783 Ax R=0.81
b*=11.7370 + 0.48249 Ax R=10.33
L*=63.9910- 1.6380 Ax R=-0.63
H® =76.6065 - 6.7388 Ax R=.0.82
C*=11.3012+ 17476 Ax R=0.68
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Figura 21, Tonalidad del color (H%ab y croma (C*) en el musculo de la frucha arcoiris, en funcién de los
niveles de inclusion de astaxaniina de langostilla en la dieta y del tiempo de ingestion, T1, 50 mgikg; T2,

75 mgikg; T3, 100 mg/kg; T4, tratamiento de referencia (Ax-Cx); T5, grupo testigo (sin Ax).
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4B.6. Comportamiento de la trucha durante el experimento

Una vez trasladados a los estanques de concreto los peces se mostraron con gran actividad
de nado, saltando sobre la superficie del agua pero sin llegar a salir al exterior. Durante ia
primera semana las dietas fueron medianamente aceptadas, sin embargo, a mediados de la
segunda semana se observd en los organismos una ligera renuencia a aceptar las dietas
experimentales, dejando en consecuencia alimento residual. Para prevenir un deterioro en la
calidad del agua, se disminuy¢ a partir de esta fecha Ja racién diaria a 1.2% de la biomasa total

de cada estanque, cantidad que sf fue consumida en su totalidad en las siguientes semanas.
4B.7. Tasa especifica de crecimiento de la trucha arcoiris {TEC)

Destaca en la Tabla 13 la tasa especifica de crecimiento (TEC) de los organismos al
finalizar el experimento. Los resultados obtenidos mostraron que dicho paradmetro fisiologico
no fue afectado por la adicién del pigmento de langostilla en ninguna de sus concentraciones
(P>0.05). Las medias observadas en los tres tratamientos no mostraron diferencia significativa
con respecto al tratamiento de referencia {T4) y el grupo testigo (15). Al érmino de las ocho
semanas el incremento de peso registrado en Jos peces fue de 45, 53, 51, 58 y 66%, con
respecto al peso inicial en los tratamientos T1 a TS, respectivamente, incrementos inferiores a

los contemplados en otros estudios con trucha arcoiris, como los de Austreng ef al. (1987) v

Torrissen, {1989).
4B.8. Factor de conversion alimenticia de Ia trucha arceiris (FCA)

Los coeficientes de conversion alimenticia expresados igualmente en la Tabla 13, no
presentaron diferencia significativa entre los grupos estudiados, sin embargo, los niveles més
altos se concentraron en los organismos que recibieron astaxantina de langostilla, con
magnitudes ligeramente superiores a los obtenidos en las granjas truticolas de la regidn como
Rancho El Pedregal (Edo. de México), centro truticola de Malinalco (Edo. de México) o granja

Amanalco, cuyos coeficientes se mencionaron anteriormente.
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4B.9. Signos pateldgicos y mortalidad de la trucha

Al finalizar la segunda semana de experimentacidn se observaron algunos organismos con
las branquias ligeramente inflamadas en cada uno de los estanques. Un pez perteneciente al
grupo testigo (T5), murid en esta misma ocasiéon. Las medidas adoptadas para disminuir el
posible estrés de los organismos ocasionado por los nuevos factores ambientales fueron la
reduccion de la racién diaria de alimento a 1.2% en toda la poblacién y el incremento de la
limpieza de los estanques, consistente en un barrido semanal y purgado de los mismos cada 48
h. La tnica pérdida de la trucha en las ocho semanas fue la del grupo testigo, la cual representd
el 1.08% de mortalidad en esa poblacién de referencia. En la inspeccion ocular de los érganos
internos de los peces extraidos en cada etapa de muestreo, no se aprecid ninguna anormalidad.
Los higados de todos los organismos presentaron color, tamafio v crecimiento normal,

fluctuando entre 3.95£0.82g a 5.05+1.06g entre la semana 0 v la semana 8, respectivamente.

Tabla 12. Tasa de crecimiento de la trucha arcolns, y otros parametros fisioldgicos frente a los diferentes niveles de inclusion
de astaxantina de langostilla en el alimento, a las ocho semanas de expetimentacion en condicionss miloto.

Tratamientos/ Peso inicial Peso final Morialidad TEC FCA
nivel de (® (@ (%) (%)
inclusion
TI {50 mg/kg) 25248.61 36521012 0.0x0.0° 0.74+0.08" 1.97£0.26°
T2 (75 mg/kg) 247£10.47 377+4.72 0.0+0.0° 0.84=0.05° 1.76:£0.08°
T3 (100 mg/kg) 252+9.61 380£5.05 0.0£0.0° 0.82+0.00° 1.76+0.02%
T4 (Ax-Cx) 250=12.060 394x15.44 0.0£0.0° 0.910.07° 1.58+0.19*
T5 (Testigo) 269+£12.28 446441 21 1.08+0.0° 1.00+0.18° 1.32+0.34°

Media £ de (n=100 peces en la semana cero y n=88 en la semana ocho por tratamiento); TEC, tasa especifica de
crecmiento, FCA, factor de conversion aiimenticia. ®™° Literales iguales entre los tratamientos expresan no diferencia
significativa (P>0,05)
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DISCUSION

Una ventaja importante del método de extraccion de astaxantina con aceite, es la facilidad y
rapidez del procedimiento, que permite obtener el carotenoide en condiciones de laboratorio y a
pequefia escala. El pigmento es diluido en el medio en forma homogénea, distribuyéndose
uniformemente en la superficie del alimento peletizado. Su inclusién no altera la formulacion
de las dietas ni la integridad de! pelet, como sucede cuando se afiaden los crustaceos molidos at

alimento.

En la adaptacion del método, reducir el contenido normal de agua de los organismos de
langostilla, Pleuroncodes planipes, fue un factor muy importante. Ei abatimiento de la humedad
hasta un 46% permitié obtener un buen nivel de concentracién de astaxantina, suficiente para la
elaboracién del alimento experimental con la dosis deseada. Alin cuando la cantidad de
carotenoide fue suficiente, el nivel de extraccidn observado con aceite es menor con respecto al
obtenido con disolventes organicos, lo cual indica su escaso poder de penetracién al complejo
caroteno-proteina, 0 mas ain, a la asociacidn quitina-proteina del exoesqueleto para remover al
carotenoide. Por lo tanto, la obtencion de astaxantina por este método implica tener un material
residual de langostilla todavia rico en astaxantina, que podria ser utilizado como ingrediente e¢n
alimentos de uso acuicola o avicola (Carrillo-Dominguez ef al, 1993). Por otro lado, el
carotenoide extraido por este método posee un mayor grado de esterificacidn que el compuesto
en los organismos de origen, posiblemente debido a una preferente extraccién de la fraccién
esterificada con el aceite, como fue considerado por Omara-Alwala ef al. (19853), o por una
esterificacion durante la extraccién caliente. Es posible que la disolucidn pigmentada, ademas
de contener astaxantina, posea otros compuestos constituyentes del crustidceo los cuales e
confieren un olor y sabor caracteristico a la dieta produciendo la renuencia temporal de los
peces a ingerir el alimento que lo contiene. En la opinion de Cadwallader ef al. (1995), el olor
particular de los invertebrados marinos es producido por substancias volatiles derivadas de

amincdcidos.

1a causa principal de degradacién de los carotenoides es la oxidacién enzimatica o no

enzimatica (Rodriguez-Amaya, 1997). Por esta razén, es muy importante proteger la integridad
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de la molécula de astaxantina con las medidas preventivas utilizadas en el presente estudio. En
un seguimiento practicado en el laboratorio a los extractos de aceite, se observd que con estas
medidas y congelacién a -20°C, el pigmento posee una estabilidad de 100% durante tres meses,
de alli que es aconsejable almacenar el extracto pigmentado a temperaturas entre —15° a ~20°C
hasta el momento de su empleo. El abatimiento del 2% de la concentracion de astaxantina en las
dietas durante ocho semanas, es atribuible a la femperatura de refrigeracidén {(4°C) en el que
fueron conservadas las dietas y a la manipulacién diaria del alimento durante el calculo de las
raciones. Sin embargo dicho decremento no disminuye la eficiencia de utilizacion del
carotenoide en los peces. No obstante, es recomendable poner en prictica medidas de

prevencidn para proteger la astaxantina, como el almacenamiento del alimento pigmentado a

temperaturas de congelacidén y su menor contacto con la luz directa v el oxigeno ambiental,

Cotno se sefiald oportunamente en la Figura 4, la exposicion del extracto pigmentado a
ternperaturas alfas por un tiempo prolongado influye en el nivel de recuperaciéon del
carotenoide. Altas temperaturas pueden ocasionar reacciones indeseables en la molécula del
carotenoide como su isomerizacidn, poniendo en riesgo la viabilidad del compuesto en los
organismos (Schiedt y Liaaen-Jensen, 1995; Rodriguez-Amaya, 1999). Schiedt ef al. (1981),
postulan que los diferentes isémeros £/Z son bien utilizados en la pigmentacién muscular del
salmon del Atlantico como en las especies del género Oncorhynchus spp. Por el contrario, Arai
et al. (1987), después de utilizar astaxantina de krill extraida con aceite caliente en las dietas del
salmon coho, sostienen que los isémeros Z del carotenoide son depositados en el musculo en
proporciones de s6lo 3 a 8%, indicando una absorcidn selectiva o depdsito de la forma trans (all
E) de astaxantina. Esta opinién fue recientemente confirmada por Osterlic ef al. (1999), en un
estudio en trucha arcoiris. Si se parte del concepto de que sélo de 4 a 8% del total de
astaxantina ingerida es depositada en el musculo (Schiedt er al, 1985), el estudio de la
biodisponibilidad de la astaxantina de un subproducte como el aceite de langostilla, es
importante. Preliminarmente, los resultados aqui obtenidos permiten suponer que la temperatura
aplicada durante las extracciones, por un lapso no mayor de 30 minutos, no modifica
substancialmente las proporciones isoméricas del carotenoide, o si ese es el caso, éstas son

utilizadas indistintamente en la trucha arcoiris.
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Al margen de las ventajas y desventajas de] empleo del aceite de bacalao como extractante,
utilizar el aceite de langostilla, Pleuroncodes planipes, en el cultivo de la trucha ofrece la
alternativa de un uso integra
previamente por Civera et al. (1992 y 1994). Spinelli, en com. pers. con Chen v Meyers (1982),
afirma que una concentracién de 60 mg de astaxantina por 100 g de aceite puede ser
considerada econémicamente factible para fines acuicolas. El contenido de 116.9 mg/100 g
estimado en ¢l aceite de langostilla, sumado a otros nutrimentos esenciales del crustaceo como
aminoacidos v 4cidos grasos (Pierce ef al., 1971; Spinelli et al., 1974; Castro ef al., 1995), que
probablemente se encuentran en disolucién en el aceite, alientan la posibilidad de utilizar
directamente este compuesto en la elaboracion de alimentos concentrados para la trucha
arcoiris. Su utilizacion evitaria la incorporacion a la dieta de altas concentraciones de minerales

0 quitina, como ocurre cuando se emplea harina de crusticeos (Meyers y Rutledge, 1971}

En la opinién de Goodwin (1954} y Tenaka et al. (1976}, los crustdceos pueden presentar
hasta diez carotenoides diferentes ios cuales se encuentran principalmente esterificados a acidos
grasos de cadena larga (Renstrom y Liaaen-Jensen, 1981). Entre dichos carotenoides la
astaxantina representa de 84 a 99% y el B-caroteno de 2 a 30%. Con los métodos analiticos aqui

empleados se demostré que la astaxantina es el unico carotenoci
Pleuroncodes planipes, el cual se encuentra a una concentracién de 145 mg/kg. Dichoe
contenido es significativo al compararse con los niveles detectados en otros crustaceos probados

en la pigmentacidn de salmoénidos, como los enlistados a continuacion:

Especie Astaxantina Concentracion Referencia
(mg/kg)
Krill (Fuphausia spp.) Total 22-77 Lambertsen v Braekkan, (1971)
Libre (3-31%)
Monoéster (30-49%)
Diéster (33-65%)
Copépodos (C. finmarchicus) Total 39.84 Lambertsen v Braekkan, (1971)
Libre (25%)
Monoéster (38%)
Diéster (37%)

Langostilla (P. planipes) Total 100-160 Spinelli ef al. (1974)
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Langostilla (P. planipes) Total 99 Wiikie (1972)
Libre (12.5%)
Estertficada (83.5%)
Langostilia (P. planipes) Total 1550 Spinelli y Mahnken (1978)
(re~extraida con aceite)
Acocil {(Procambarus clarkii) Total 153 Meyers y Bligh (1981)
Esterificada (49.4%)
Libre (40.3%)
Astaceno {10.3%)
Acocil (Procambarus clarkii) Total 137 Meyers et al. (1990)
Pandalus borealis Total 74 Torrissen et al. (1981}
Geryon quinguedes Total 76 Kuo et al. (1976)

La diferente composiciéon de la astaxantina encontrada en la angostilla con respecto a la
observada por Wilkie (1972), quien determind 55.4% de astaxantina {12% en forma libre, 88%
esterificada) y 4.6% de f3-caroteno como carotenoide acompafiante, puede obedecer a factores
como la edad, tipo de alimentacion, estado fisioldgico, u ofras caracteristicas enddgenas que
influyen en la composicion cuantitativa y cualitativa de los carotenoides en los organismos, y en

particular en los crustaceos (Czecsuga, 1975; Otazu-Abrill, 1978; Goodwin, 1986).

Considerande que la ruta metabblica de los carotenoides de la dieta puede dividirse
arbitrariamente en cuatro pasos: absorcion, transporte, transformacion y depdsito (Putnam,
1991}, y que el miisculo es el principal tejido depositario de los carotenoides en los salménidos
(Schiedt er al., 1985), la concentracién de los carotenoides asi como la composicién de los
mismos en ¢} tejido pueden ser considerados como indicadores de los procesos metabdlicos
previos a su depésito. La presencia de astaxantina inicamente en su forma libre en el musculo
de los peces tratados con el carotenoide de langostilla, v el depGsito del compuesto a una tasa
menor que la astaxantina sintética durante las primeras semanas de ingestion del alimento,
sugieren la utilizacién de la fraccién esterificada del pigmento de la dieta previa hidrélisis. Es
posible que dicho retrazo metabélico, coincidente con la renuencia de los peces a ingerir la dieta
experimental, corresponda a un perfedo de induccién de esterasas constitutivas de la trucha
mediante un inductor especifico, que en este caso, podria ser alguna de las moléculas
esterificadas con la astaxantina. Una vez aicanzada la actividad hidrolitica y puesta a
disposicion la astaxantina libre, el carotenoide es absorbido y depositado en el musculo de la

misma manera que la astaxantina sintética, como se corrobord en el experimento piloto. Un
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aprovechamiento semejante al del pigmento de langostilla se obtiene con astaxantina de la
levadura, Phaffia rhodozyma. Whyte (1993), quien experimentd durante 21 semanas con esta
fuente de astaxantina en el salmén chin
predominante del carotenoide en el musculo entre la 8" y 21° semana en tanto que la astaxantina
sintética se depositéd principaimente en las primeras 12 semanas. Estos resultados confirman lo
antedicho por Torrissen y Brackkan (1979), Schiedt ef ol (1975), v Foss et al. (1987}, con
relacion al efecto limitante de Ia astaxantina de origen natural o esterificada en la pigmentacién
de salménidos. Sin embargo, como se refirid anteriormente, en el caso de la astaxantina de
langostilla dicha limitacién es superada a partir de la 6* semana, obteniéndose en la 8* semana
resultados semejantes a los obtenidos de la aplicacién de los pigmentos sintéticos, 100% en
estado libre. Un resuitado semejante al presente fue obtenido por Kamata (1977), al estudiar el
efecto de la astaxantina de camaron sobre la pigmentacidn de la trucha. El autor asi como otros
investigadores, entre ellos Torrissen e al. (1989), atribuyen a su vez tal ventaja a la posible
influencia de otros compuestos acompafiantes del carotenoide. En este sentido, es probable que
los acidos grasos esterificados con la astaxantina de los crustéceos jueguen un papel importante
en el metabolismo del pigmento en los salménidos. Al respecto, Borel ef af. (1996), afirman que
los acidos grasos influyen en ia solubilidad y transferencia de los carotenoides en la fase acuosa
de una emulsion con triglicéridos. Por su parte, Rierkeng ef «l. (1999), observaron que el
depdsito de la astaxantina en el musculo del salmén del Atlantico, Salmo salar, fue
correlacionado positivamente con el contenido de acidos grasos moenoinsaturados del aceite de
la dieta y negativamente con el contenido de acidos grasos n-3. Si se considera que en la
langostilia, Pleuroncodes planipes, los monoenos mds abundantes son el dcido palmitoleico
(16:1) y oleico (18:1) (Pierce ef al., 1971; Spinelli er al., 1974), una hipdtesis plausible seria

que estos compuestos favorecen el aprovechamiento metabdlico de la astaxantina en la trucha

arcoiris.

Es factible que los menores depdsitos de pigmento en el musculo observados antes de las
seis semanas con la inclusién de 50 mg/kg, correspenda a una insuficiente concentracion de
astaxantina en el alimento para desencadenar la actividad enzimética previa a su absorcidr.

Choubert v Storebakken (1989), Storebakken v Choubert (1991), demostraron que dosis de 50
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mg/kg o inferiores permiten mayor absorcion y depésito en el misculo debido a la mejor

digestibilidad del carotenoide cuando su concentracién en la dieta es baja v el tiempo de

R R

exposicion es n ¢l caso de la astaxantina de langostilla, los resultados parecen

indicar que su aprovechamiento depende principalmente de la interrelacién enzima-sustrato, por
lo que el factor més importante ¢s el tiempo de ingestién mds que la dosis del compuesto en la
dieta. Un dato que permite resaltar esta conjetura es el incremento prenunciado del contenido de
astaxantina en el musculo de los peces (correspondientes al tratamiento con 50 mg/kg de
astaxantina), durante las dos (ltimas semanas. Por lo consiguiente, el tiempo minimo requerido
para obtener un buen depdsito en el mitsculo con dicha inclusién es ocho semanas, mientras que
con las dosis de 75 y 100 mg/kg esto se consigue desde las seis semanas.

Los ejemplares jévenes de la trucha (menores de 100g), poseen un contenido minimo de
carotenoides en el musculo (March, 1990). Del mismo modo, durante la madurez sexual al ser
trasladada la astaxantina del musculo a otros tejidos como piel v gdnadas, el contenido del
pigmento muscular también es minimo. En ambas etapas de desarrollo la retencién del
carotenoide en el musculo es casi nula (Choubert y Blanc, 1983). La poca variacién de los
niveles de retencién en el musculo de los peces experimentales, tanto en el experimento de
oto {Figs. 9 v 19), sugieren estabilidad del carotenoide en esta ctapa
fisiologica de la trucha, hecho que debe ser aprovechado si se busca una buena pigmentacién
para fines comerciales. La pureza genética de los organismos empleados en el experimento de
laboratorio fue un factor que posiblemente favorecio una mayor retencion (36% superior) con la
astaxantina sintética como resultado de un mayor dep6sito en el misculo, con respecto a la
obtenida en los peces del experimento piloto, atin con los carotenoides sintéticos. Niveles de
retencion semejantes a los aqui obtenidos fueron observados por Spinelli y Mahnken (1978), al
utilizar astaxantina de P. planipes, en el salmén coho (Oncorhynchus kisutch). Dichos
investigadores calcularon niveles de retencién de 3 a 5% en el musculo después de 17 semanas.
A su vez, Schiedt es al. (1985), determinaron por métodos radioactivos la retencion de la
astaxantina sintética en el musculo de la trucha arcoiris (de 200-250 g), del orden de 4 a 8%

después de suministrar 100 mg del carotenoide durante cuatro semanas.
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Es categdrico subrayar que este parametro definido como la cantidad de pigmento retenido
en ¢l masculo con respecto al pigmento tomado dei alimento (Torrissen, 1985), v utilizado
como indicador de eficiencia del carotenoide en el proceso de pigmentacion, carece hasta el
momento de un método estandarizado para su medicidn, por 1o que la comparacién directa de
los resultados entre los estudios existentes es un tanto arbitraria. Dada la dificuitad que implica
el cdicule exacto de la cantidad de alimento ingerido en los organismos acuaticos, en la
determinacion de este pardmetro se han utilizado variantes de una misma férmuia como las
contempladas por Choubert y Luquet (1983), Torrissen (1985), Storebakken y Choubert (1991),
No y Storebakken (1991), Hatlen er af. (1995), Torrissen et al. (1995), mismas que han
generado niveles comprendidos en el amplio intervalo de 2.2% (Torrissen ef al., 1979) a 60%
(Kotik ef al., 1979). Las discrepancias en los resuitados pueden ser también atribuidas a las
diferentes condiciones experimentales v ambientales de cada estudio, asi como a las
caracteristicas bioldgicas de los peces. Por esta razdn, adoptar y normalizar un método tmico de

medicidn de éste y otros pardmetros es muy recomendable para futuras investigaciones.

La naturaleza gendtica de los organismos juega un papel determinante sobre el
metabolismo de los carotenoides en los salménidos. En opinidn de Ando er af, (1989), los
representantes del género Oncorfiynchus, depositan en el misculo predominantemente
astaxantina, mientras que otras especies como la trucha café, Salmo trutia, o truchas de
manantial Salvelinus sp., modifican la astaxantina del alimento en zeaxantina y luteina
depositandolos en el tejido como metabolitos del primero. Sin embargo, dichas xantofilas
amarillas no siempre tienen un origen metabolico. Debido a la incapacidad de conversion de
carotenoides en la mayoria de los salménidos, estos compuestos al estar presentes en la dieta
son depositados como tales en el musculo, hecho que podria explicar la presencia de luteina en
los peces experimentados a nivel piloto, los cuales consumieron la dieta basal elaborada entre
otros ingredientes, con cereales v sub-productos vegetales (J. Zendejas, Purina S.A. de C.V.,
corn. pers.), cuyos principales carotenocides son luteina y zeaxantina (Marusich y Bauvernfeind,
1981). En cuanto a la zeaxantina detectada en los organismos que recibieron astaxantina con la
dieta, podria pensarse que ademas de tener un origen alimenticio tuvo un origen metabdlico

asociado con el patrén genético particular de la poblacién de truchas de Amanalco. La ausencia
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de esta xantofila en el musculo de la trucha “kamloops™ del experimento de laboratorio, permite
inferir que la naturaleza esterificada de la astaxantina de langostilla no determina su
trat F s trnn

ransiormacién en zeaxantina, como fuera demostrado por Schiedt e al. (1986), al utilizar

diésteres de astaxantina en la trucha, Oncorhynchus mykiss.

Existe una correspondencia directa entre €l contenido de carotenoides en el musculo y el
color rojo del tejido (Skrede y Storebakken, 1986; Skrede ef al., 1990; Hatlen y Jobling, 1998).
Esta correspondencia, sin embargo, es imprecisa después de un contenido de 6 mg/kg (Foss er
al., 1984}, razdn por la cual los salmonicultores europeos utilizan dicho nivel como limite, en el
entendido de que el ojo humano es incapaz de distinguir variaciones de rojo después de tal
concentracion. Los resultados observados en el ensayo de laboratorio, en el cual la cromaticidad
roja (a*) del musculo se mantiene casi constante después de una concentracién de 5 mg/kg (Fig.
11), permiten suponer que a tal concentracion se encuentra el umbral de saturacién de la
astaxantina en el masculo de Ia trucha arcoiris, Oncorfynchus mykiss. Por lo tanto, sostener el
proceso de pigmentacién después de haber alcanzado dicha concentracion resultaria
innecesario. Una observacion paralela a la determinacién del contenide de astaxantina en el
musculo de los peces que recibieron astaxantina sintética (T3), en el experimento de laboratorio
fue la deteccién de caniidades importantes del carotenoide (3.5+2.5 mg/kg), en los ovarios de 9
¢jemplares al término del ensayo. Tal parece que una vez alcanzada la saturacién en el musculo,

e] pigmento es transportado hacia los ovarios atn antes de la madurez sexual.

Spinelli y Mahnken (1978), tras realizar anélisis sensoriales de la carne del salmén coho,
sostuvieron que a un depésito de 3.5£0.05 mg/kg de astaxantina en el tejido le corresponde una
buena pigmentacién y a 4.5£0.05 mg/kg una pigmentacidn excelente, concepto compartido por
Ugletveit (1974), citado por Chen et al. (1984), y Torrissen et al. (1989). Aplicando este
criterio, la trucha arcoiris con astaxantina de langostilla del experimento de laboratorio, asi
como aquellas que recibieron 75 y 100 mg/kg en el experimento piloto, mostraron buena
pigmentacién a las seis semanas y excelente a las ocho semanas. En cambio, los ejemplares con
50 mg/kg mostraron una pigmentacion excelente s610 a las ocho semanas y similar a la obtenida

con las inclusiones de 75 vy 100 mg/kg. Al no haber efecto significative de los niveles de
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inclusion de astaxantina en el alimento sobre el depdsito del carotenoide en el musculo v la
pigmentacion resultante a las ocho semanas, podria admitirse que el costo de pigmentacién de

rucha serfa menor al uiilizar la menor concentracion en la dieta, es decir 50 mg/kg.

La determinacién colorimétrica mediante ¢! sistema de medicién CIE L*, a*, b* (CIE,
1986), desarrollade en 1931 por la Comisién Internacionai de Iluminacién (Commission
Internationale de 1I’Eclairage), es ampliamente utilizada en la evaluacién de la carne de
salmonidos, en la cual los indices a* y b* poseen mayor importancia. Los resultados obtenidos
con este procedimiento permiten hacer comparaciones mas precisas y objetivas con respecio a
las pruebas sensoriales. El contenido de astaxantina como carotenoide tinico en el musculo de
los peces experimentados a nivel laboratorio fue reflejado en los {ndices mas altos de rojicidad
{a¥) con respecto a los peces del cultivo piloto, ios cuales posiblemente debido a la zeaxantina
depositada, los niveles de rojicidad aun a las ocho semanas fueron menores (Tablas 4 y 10). Los
resultados indican en consecuencia que al margen de la fuente de astaxantina en el alimento vy
de su concentracion en el musculo, la composicidn de los carotenoides en el tejido influye
significativamente en la pigmentacién final de la carne, hecho que confirma afirmaciones

precedentes (Torrissen, 1985; Hardy ef al., 1987).

Dado a que el indice luminosidad (L.*), es afectado principalmente por el contenido de agua
en el tejido, su medicidn, asi como la de los otros indices debe hacerse inmediatamente después
de fileteada la carne (Skrede er al., 1989). Si las muestras son sometidas a congelamiento
previo, el contenido de agua en el tejido puede alterar la reflexion de la luz v originar datos que
no corresponden al musculo. Igualmente, las condiciones de refrigeracién pueden alterar dichas
mediciones. En una serie de estudios sobre descoloracion de los pigmentos del pescado rojo,
Tsukuda y Amano (1966), observaron que a temperaturas de refrigeracion v oscuridad, una
lipoxigenasa puede convertir la astaxantina en compuestos menos coloreados, modificando por

lo tanto las caracteristicas coloriméiricas originales de la carne.

El angulo sue o tonalidad (H°),, y el croma (C¥), son herramientas alternas que también se

emplean en la evaluacién de la came (Hatlen v Jobling, 1998). En ambos experimentos se
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advirtid que la tonalidad (H®),, es més sensible a las variaciones de (a*) que el croma (C*), por

ende, su empleo como pardmetro alterno de medicion es mas recomendable. Al finalizar los

P, i~

ngostilla fueron de niveles comparables

vrr ey e Fw e

experimentos la tonalidad obtenida con astaxantina de I
con los obtenidos de la aplicacién de los carotenoides sintéticos en el experimento pileto v sélo
superado por la astaxantina sintética en el experimento de laboratorio, como consecuencia de un
mayor depdsito en el misculo. En el entendido de gue a wvalores més cercancs & cero
corresponden tonalidades mas rojas, las caracteristicas de color aqui obtenidas fueron superiores

a las observadas en otros trabajos con astaxantina sintética como los de Skrede ef al. (1990), ¥

Choubert et al., (1992).

La alteracién de los factores ambientales, entre los cuales se pueden citar: la composicidn
del alimento, condiciones fisico quimicas del agua, presencia de agentes infecciosos, pueden
ocasionar modificaciones fisiolégicas o bioquimicas en los peces, manifestacion conocida como
Sindrome General de Adaptacién (SGA) (Roberts, 1989). En tales circunstancias, pueden
sobrevenir infecciones por microorganismos patégenos facultativos como el hongo Saprolegnia
spp., cuyas esporas abundan sobre todo a temperaturas bajas por lo que es frecuente en cultivos

de salménidos. Las infecciones se producen normalmente por la presencia de lesiones en la piel

._.
o
¥
;3
i)
2,
v
th
&
3]
o
ot
=
-
o
[
—
)
R
s
@
P
£
o3
©
Q
Con
3
L

e los hongos pudiendo llegar a causar desequilibrios en los
fluidos organicos y transtornos circulatorios en los peces (Roberts, op ¢it.). Un posible factor
condicionante de la saprolegniosis temporal observada en el presente estudio fue posiblemente
la manipulacién durante el pesado de los peces y la limpieza de los estanques, dejando como
consecuencia algunas lesiones en la piel de los peces. Otro factor perturbador pudo haber sido la
dieta experimental y sus nuevas caracteristicas organolépticas. El alimento rechazado sumado a
otras fuentes de materia orgénica del agua pudieron influir en la composicién quimica de ésta
constituyendo otro factor de presidn para la trucha. En ambos experimentos, el control oportuno
directo o indirecto de dichos factores con medidas como la reduccidén de la racién diaria, ia
limpicza de los estanques con sifén o a intervalos més espaciados y la aplicacién de sal en
disolucion en los estanques (en el caso del experimento de laboratorio), permitieron corregir
oportunamente dichas anomalfas. La aplicacién de disolucion salina posee efectos benéficos

como la reduccién de los niveles de nitrdgeno y amoniaco en la sangre de los peces, la
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amoniaco en la sangre de los peces, la estimulacién de secrecion de mucosa y el efecto

astringente en los tejidos branquiales (Klontz, 1991b).

La composicién de los ingredientes de la dieta puede provocar una baja digestibilidad del

alimento en los peces v producir alteraciones metabélicas que influyen en el crecimiento de los

grasas insaturadas, grasas enranciadas (con altos niveles de perdxidos), u otros subproductos de
origen animal, pueden provocar disturbios hepaticos en los peces manifestados por un higado
amarillento vy brilloso, degeneracion de las células hepéticas, hemorragia en las visceras y
palidez de las branquias (Roberts y Sheperd, 1974). En lo concerniente a las caracteristicas
morfolégicas del higado observadas en la trucha en ambos ensayos, éstas fueron normales en lo
concerniente a tamafic y pigmentacién. Siendo el higado un érgano sensible a los transtornos
metabdlicos (Roberts, 1989), la ingestién de astaxantina esterificada de langostilla con la dieta
por un lapso no mayor a ocho semanas, aparentemente no produjo alteraciones macroscdpicas
en dicho 6rgano. Tomando en cuenta los antecedentes publicados por De la Noue y Choubert
(1986), quienes sostienen que la digestibilidad aparente de la astaxantina esterificada en la
trucha arcoiris es 13% y de la astaxantina libre 97%, es factible que la ingestidén de astaxantina
de langostilia provoque algin transtorno nutricional. Considerando que las enfermedades
nutricionales se desarrollan lentamente en largos periodos de tiempo (Chévez, 1993), un factor
que pudo evitar un posible transtorno en la salud de los organismos es el tiempo reducido de
exposicion al alimento experimental, mientras que para fines metabolicos del carotenoide, la
corta exposicion de seis a ocho semanas fue suficiente. Otro factor muy relacionado con estos
resultados sin duda es la edad de los peces en virtud de que la actividad enzimatica en los
mismos depende de esta variable (Dabrowski, 1977). Por lo consiguiente, la extrapolacion de

estos resultados a poblaciones de diferente tamafio o edad no es recomendable.

En condiciones optimas de crianza (con agua de manantial y a 15°C), es posible observar en
la trucha arcoiris una tasa de crecimiento especifico de 1.0 (Klontz, 19%91a). Las tasas
ligeramente mas bajas observadas no solo en los peces experimentales sino en los del grupo

testigo, pueden obedecer en el caso del experimento de laboratorio a la baja temperatura del
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agua (9.5°C). En general en los salmoénidos, cada grado centigrado menor que la temperatura

ambiental estdndar (15°C), representa una disminucién de 8.25% en la tasa de crecimiento de

los organismos (Klontz, 1991a). Mientras que en los organismos del cultivo piloto, la variable

go

de mayor efecto sobre el crecimiento de los organismos pudo ser la concentracién de amoniaco
en los estanques, cuyo nivel de 0.08+0.11 mg/l es superior al minime recomendable (0.03
mg/l). No obstante, el incremento de peso obtenido al finglizar los ensayos corresponde a los
obtenidos en ofras granjas de la regidn y a otros antecedentes (Austreng et al, 1987; Torrissen,
1989).

La mayoria de les alimentos comerciales estan formulados para dar conversiones entre 1.2
a 1.4:1 en la trucha arcoiris (Klontz, 1991b). Los resultados obtenidos en el experimento de
laboratorio fueron comparables a dichos miveles de referencia, lo cual implica un buen
aprovechamiento del alimento. Sin embargo, en el experimento piloto y sobre todo en los
organismos experimentales, se obtuvieron conversiones menos eficientes posiblemente
relacionadas con la poca ingestién del alimento con aceite de langostilla durante las dos
primeras semanas. A pesar de dichos resuitados las diferentes conversiones en los tratamientos

fueron comparables estadisticamente con respecto al grupo testigo.

Por tGltimo, la total sobrevivencia de los peces sujetos al carotenoide de langostilla en la
dieta tanto en el experimento de laboratorio como piloto, sugieren un adecuado mecanismo de
adaptacion en los peces a las nuevas condiciones ambientales en ambas condiciones.
Mortalidades de 1.85 y 1.08% como las aqui observadas, s¢ pueden considerar normales si se
estima que la trucha arcoiris mayores de 12 cm a tamafio comercial, presentan en condiciones

Optimas de desarrollo mortalidades de 1 a 10% (Villalobos, 1983).

Como concepto aclaratorio se podria afiadir que aunque el color rojo de la camne de los
salménidos es en ocasiones asociado con la calidad del producto y buena salud de los
organismos (Latscha, 1990; Scott et al., 1994), dicha caracteristica no manifiesta directamente
el estado de salud de los mismos. Sélo se podria utilizar como un indicador indirecto de la

actividad tréfica de los mismos en el medio.
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CONCLUSIONES

Los resultados de 1a presente investigacion son aplicables a la trucha arcoiris, en su etapa de

desarrollo previa a la madurez sexual (de 300 a 400g). Las conclusiones mas importantes son:

[y

(8]

La astaxantina de la langostilia, Pleuroncodes planipes, a pesar de su alto nivel de
esterificacién, es utilizada eficientemente en la trucha arcoiris a partir de la sexta semana
de su ingestion. En la octava semana el carotenoide es depositade en el musculo en la

misma magnitud que la astaxantina sintética.

El retraso metabdlico en la utilizacién de la astaxantina de langostilla en la frucha,
durante las primeras semanas de ingestion del carotenoide, es interpretado como el
resultado de un proceso de induccién enzimatica necesario para la descomposicién

hidrolitica del compuesto.

En condiciones de laboratorio y después de un tratamiento de seis semanas con 75 mg de
astaxantina de langostilla por kg de alimento, el depésito de astaxantina en el misculo de
la trucha asi como la cromaticidad roja (a*) del tejido, son semejantes (P>0.05) a los
obtenidos con la levadura, Phaffia rhodozyma, y menores (P<0.05) con respecto a la
astaxantina sintética {Carophyll Pink). Sin embargo, ambos pardmetros mostraron una
tendencia de crectmmiente con el tiempe. Los niveles de pigmentacidn alcanzados, se

encuentran en los intervalos comercialmente aceptables.

En condiciones de cultivo piloto, el depésito v retencién de astaxantina asi como la
pigmentacion muscular de la trucha arcoiris después de ingerir astaxantina de langostiila
a concentraciones de 50, 75 y 100 mg por kg de alimento, poseen niveles semejantes
(P>0.05) a los obtenidos con el carotenoide sintético a las ocho semanas. Las inclusiones
de 75 y 100 mg/kg producen niveles aceptables de pigmentacidn desde las seis semanas,
en tanto que la inclusion de 50 mg/kg no es recomendable antes de las ocho semanas. A
pesar de la diferencia no significativa entre los resultados, los mejores indices se tuvieron

con la inclusion de 75 mg/kg, siendo por lo tanto, la dosis més adecuada para su
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aplicacidn en el cultivo de la trucha. Este criterio podria ser aplicado en condiciones de

cultivo de mayor escala, siempre y cuando, la edad de la trucha corresponda al de los

organismos aqui utilizados.

De los experimentos Ilevados a cabo en condiciones de laboratorio como piioto, se
desprende que la homogeneidad genética de la poblacién de la trucha, asi come la
composicién de carotenoides en los ingredientes de la dieta y en el musculo, pueden

influir en la pigmentacién final de la carne.

La ingestidn de la astaxantina de langostilla en la trucha arcoiris duranie seis a ocho
semanas, 110 fiene ningln efecto significativo sobre tasa de crecimiento especifico (TCE),
factor de conversién alimenticia (FCA) y mortalidad de la trucha, ni produce deterioro en

la salud de los organismos atribuibles a algin transtorno nutricional.

La recuperacion de astaxantina de la langostilla, Pleuroncodes planipes, con aceite de
bacalao en el laboratorie, es un procedimiento répido, sencillo, y aunque posee baja
eficiencia de extraccidn del carotenoide, la concentracion de astaxantina en el aceite es

suficiente para elaborar el alimento de ia trucha para propésitos de pigmentacién.
Las ventajas de utilizar dicho extracto como complemento del alimento son:

a. Permite Ja facil inclusién del pigmento a la dieta v la preparacion de ésta a medida
Gue se neceslte.

b. La disolucion en aceite es adsorbida uniformemente en el alimento peletizade
permitiendo una distribucién homogénea de la astaxantina en el mismo.

¢. No altera la composicién proximal de las dietas ya que el extracto pigmentado aporta

parcial o totalmente la inclusién de aceite necesario en el alimento.
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Entre las desventajas de su empleo se pueden citar:

a. Confiere al alimento un olor caracteristico que provoca la remuencia en los peces a

capturar la comida durante los primeros dias.

% La astaxantina en el crusticec, Pleuroncodes planipes, se encuentra a una
concentracién de 145 mg/kg, con una composicidon de 24% en forma libre y 76%
esterificada. Esta concentracion es reducida a 60 mg/kg en el extracto de aceite,
equivalente a 112 mg de astaxantina por 100 g de aceite, con una composicion de 8% en
forma libre y 92 % esterificada, niveles muy semejantes a los encontrados en el aceite de

langostitla.

El valor mas conspicuo de la uiilizaciéon de la astaxantina de langostilla en la

pigmentacion de la trocha arcoiris radica en:

a. El pigmento es utilizado eficientemente por la trucha sin efectos adversos sobre la
sahud o el crecimiento de los organismos.

b. A pesar de su composicion predominantemente esterificada, el compuesto es
utilizado por la trucha con la misma eficiencia que la astaxantina sintética.

¢. Su consumo no produce el deposito de otros carotenoides diferentes a la astaxantina

en el musculo, de tal forma que pudieran interferir en la pigmentacién roja de la carne.
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neutralized by Z.nO add C.1 g 1o residuz weight for each g ecid 2

laciic) In weighed sample. Repor % zesidue (co—x*ct@c) as gota!
schids,

Refersnces: JACAC 3

» 213(1853); 37, 233(7954).

{(#Appliceble to samples contalning 20-20% maisture and other vola-

file matenals )

Method Performane

ol ther comieins other

el gt mr e
w1 el Figohear TRERSTL

it . T ol et g i
volatile CO.'.”_:O"‘.»& ““.,?ZZCZ_ JuclrsnTeizd v

IR OT aUimae, Wi
(3) Fari Fischer recgent—Siabilized, s&:ﬂ.ciﬂ solurion (Hisher
Sciendfic Co., SK3, or ecurvalent). (Caurion: 17 soludon oontsin
pyndine, see Ai'}/é'ndz).’u safety note o py:'id*:'e} To standardize
reageny, acd 100 mg H,0 from weighing piset or oher suitesie

o

O andgweie with Xoo! Tischer

device, to 30-53 -l pretitratad x5

o vy W “
C=mg 5,00 reagam.

- Tt o 4,
w., Dalerminaton

Accumeiy weigh 8~10 g prepared sample into Erlanmeyer that
comzins magnetic szﬂ-*mg car. A44 200 ml CHCE, end stopper

— Y ar g

. . o .t T
Cask. Pi-magreticely I8 min Labsolids semlas Tamnskr O m

aliquot to utration vesspi contaming pretiated m

wiln Karl Fischer "'uagem.. ._)s.‘.e._A_L'lru blank on -

C')
H
i

[§]
i
l:.l"
O
e
¥

s
»

G seiras Tom

Reference: JaOAT 73

-

Cificial Vethoo B42.08

Ash of Animmel Focd
Fimal Aglion

Weigh 2 g sample into sorcelein crucible and pizcz in temuefamre
conirolled furmace prehensed 1o 400°, Mold 22 tvis riperEitre 2 .4
Transfer crucible directiy to dest c;ﬁ.e:‘, coci, end we1~..

atgly, renorting % ash to first ¢ acs.

References: JACAC 25, 8571542y, 25, 220(1943),
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(Nore Zmpnicil approXimation of
tonly accurate for P, b 2
temperature batwean 798 and 305°K

(€) Camwate % N = {2, xV_x T C448)(7 x W), where T = %inal
syTinge temperature in °¥ and W= sample weight in mg,
Example:

Start Frnish
Counterreadings, dlank 500 2L 534 47
Counter readings, sampie 524 5835

t = 302.7°K, 1y = 303.0°K, V, = 8555 - 524 = 6431 1.0,

V,=06431 - [24 + C{t,—t)1=
S43. - {24 + 33 03)=86396 .

P, =730~ (3.1 x9.6) = 737.6

% N = (737.4 % 6396 x 0.04493)/(303.0 % 148.91) = 4.69%

(2) Calcuiate % piotein = % N x £.25, or % N x 5.70 ir. case of
wheat grams.

Referencer JTADAL 5L, 766{1568).
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Automation of macro Xjeldahi metheg 15 in G sieos: sampls and
reagent add ion, imual and final digesden, coohug and diuiion,
NaCH eddinon, steam distillaticn and deation, and auomese Dums-

ask contents o waste. Chemisiry is camied out it —soms

K;eldehi flasks e\_.ynwi with side arms wiich are romied 28 3 min
inigrvais tirough each successive step,

(8) Xeldahi {proseinfnirogen) anal byzen—Xjel-Foss Avtomgs

Er AR Oy
e [ G s Y Y .y -
Yeoee! TE21T (Fess Food Techndlegy Toml, or asuivalens,
(=) Felohime 20% 170 m Free “ssues, Foss Tood
(2) rkigning papers—120 %X 120 mm N-Free Hese 8, Foss Focd
—~ 1 1 - - IR Y
DSCANGISEY CorD., oF eguivalent,

. R8I
(2) &Jel-tabs—Corminng 5 g X,80, and 025 z Hgl (Foas
Food Technology Tomp.).

(3) Keldahi (proten/nitrogen) mc:ﬂygerrecﬂerw TSI
lowing according "o manufaciurer’s ‘ngi-votions: {5 Sulfurie
acid—96-58% (2} Eydvogen peroxide. —30-35%. (3} ammonium
sulfate standard soiut*’aws —-() Stenderd sofv*foxz S—Digzolve

FUEL
IUANY oA r
Svlue O 038 D \x\ j2

Soammpiend L '_, witd EaD (5]

dilaie
Standard solurion il —Dissolve 6,750 £ 0.001 g (NELSS, in 5.0

ard Miced indicaror solution.—Dissolve
100 . methylene bive n 2lechol and Filute
to 1 wiith aleohol, Dilute 10 mi this solution o | L with ¥ e (5
Sodivm Bydroxide-sodium thinsulfvie solufion—40% Naoo -8%

N’aquO- SEL0.(8) Dudute sulfuric acid solution —3.5%. Situte 30
L 96-98% H.80, w0 § Lowih 5,0

ramn

-, Ao
&, Detormsination

(Caution- See ﬁppemi

asx {SCC' o of ‘_&SEQZ coA.-.nati‘:;"

depress :‘ZSO& iev 5, mfain ng simml aaneaLs ac.d don of ;0 ml
30-33% - --2\)2 and [2-13 mi, $6-08% nizgué (deym-amg on

fet
content of sample;. To fiask, add accurately weighed sample a1 0
g £<45% protein, end ca 0.5 g i »45% protein) wrapped in welgting
paper anc close i, Flask automatically rotates to DOS on 2 where
sampie Jigesis 3 min, end then io vomidon I for 5 oomis zddig nal

digestion. In position 4, fask is cooled by cenwrifugz] blower, 1

opeas autometically, and 160 mLH,T is added automatically. Flask
rotates to position 3, where NaOH-Na, 8,05 solution is automaiically
introduced 1n excess. Released NH; is steam digtiled quar;titativeiy
inte 200 mL tali-f; :o"*n diration “eaker conizining 50 mL mined
indicator solution ¢ simultansously deisd antormascally with
dilute naSOg solution dedverss by nho_omezncally rzgulated sy-
snge. Fina! sosronof syringe is meesured by ootentomeater, ouipul
of wi:ica. feels elecironic circuivy for csnvei‘sion i visuzi dispiay
anc/or priniout in % N or % jrotein with ap roprizie conversion
{actors, In position 6, flask is empiied, Caii bra instrument initally
each day with aliouots of (NF,).8C, standard solutions and check

pericgicarly es sizied In opereting manusel.

Reference: JAOAT 35, 14171876).

~ o " - 1o et o
20 in 250 =l callhen tsa ‘*;_;es, using bleck
el €50 nm,

o stancerd E.C and back-dre 2l Wilt standard

(&) Jloct digeston——iiols] 3D.20 (Tecb.:z_co: Instrumenis

Comp., 1msriment aow avaiele Tor Sranand I Luezbe, Inc., 1025

h”S" e A ) A Brltfeiel SISVE, _.uudgzl oo u‘_\..-:)s 2 ( LSCRICT,
S

e, instrument sow avaliabie o Par Hengy mi"&.}’.i(l ne., Silver

Spring, ¥00 20504), Cap "o I maintaining 410° and d tmg 20
sarrpies 2 2 time in 250 ml calibmated volnmere mses ricied
atop. 3locx wust te ec;;zp;e:’ with removells shields o enciose
exsosed arzs ol ik ciely gt oo zbove eight o consirietoa.

£Tn

) .ﬁu"ov&:z:’ca;zzfyzer

——AUBATeyzer with Glicwing
{Techricon Instnzments Com., instumen: now evaiiable fom Bran

. L = ) ar Tealffn T i g
end Luebbe, Inc., 1025 Bush Sarkwey, 3uaic Trove, 1163088,
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Determine mosture es i 534.01 (see 4103 e
4.1.05); then exiract drisd substance g5 in 920,357 and clry again,
RKReport loss in weight as ether exwact,

wt

3. Rezgens

Ankydrous ether ~Wash commercial sther with 2 or 2 po“;m
50, add sobid NaCH or XOE, and le- sung __:ztu most of #,C is
abstracted from the ether. Decant inte dry bottle, add small pieces of
carefully cleaned metallic Na, and let stand uail 1y evoiuton ceases.
Xeep cther, thus dehydmied, over metaliic Na i loosel ¥ sicpoered

bottles. {Caution: See Appendix 3, safery notes on sedium rretel and
diethyl ether)

".“:.pie ¢ sz*::ali Da_:p? i funnel with
. .

f!cm See Appandu 2, safety mos on m onng equipment, distl
00, and diethyl ether.)

mpie, dried as in 834,07 (see 4.1.03) or 530,367

(see 4.1 GS), witl n%ydfcus ether. Use thimbie with porosity per-

mitang rapic pESSag{‘, of ether. Zxtraction. period mey vary from 4 h

atcondensetionrate of 5-6 ¢r ops:s o 13ha(2-3 dromefs, Dry exmac:

30 min 21 100°, \,ooi, ang we'

References: JACAC &, 351(i%81}; 38, 285(1082),
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Brmistengte’s i .
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[To be used only on products which havs heen baked andlor ex-

panced, anc on intermediaie moistire pet loocs. Notepnilcasie to
came\.-, fresty, or frozen pet food. Such products shouid e dffed 2t
T0-110°, then ground, aad 4 g complesd oy $34.01 (524,103

or $30.585 free £

PR WS fy J

f’.S.C;}.J

1pEs o s ey

1.05) lolowed by 20,354 or 20350 {(sze

(Caution: Sez kpperdix B, salety nowes on aisuilaion, diethyl
ether. and peroieum ethsr.)

P

. accurately weghed, ground, well-m

mized sample i
Mopnmer al-exiraction oe, acg 2 ml alcohol to pravent lumzing
2 adcition of acid, and shake w moisten ai particles. Add 10 mL

FCL{25 + 1Y), mix well, and ser whe 3040 min in =0 batk ar

TC-80°, shaling Frecuenty. Coo’ o moom iemoeranire and ad

aiconel unii kquid level rises into conswicted portien of Mojonnter

= J

.

=3

ood quaiﬁw
To0er s&o;j T thoroughly cleaned with zicohol, 2nd 2 shaxe vigor-
n. Carefelly release pressure se thz! no solvert is Tost.
Wash adbemc solventand fat fromst Oppes back imic exwection rbe
with fess ml redistiiled pewoisum ether (5p <807, Add 25 mL
redistilled petroleum ether, stopper, and shake vigorously | min, ?_,et
stand unt} upner liquid § s wrzctically clear o cenmmiiiigs 20 min g0
cz 600 rom. Pour as much of ether-Tar solution as possible Girougn
fiter consising of covon pledget packed just frmiy eg WCagh in
funnel siem to let ether pass freely into 150 mL beaker containing

ry

Severa. glass beads. Rinse lip of tube with few ml petvoleur ether.

woful

Reextract lquid remaining in mbe twice, each iime with onfy 15 mi,
of each ether, shaking ! min after addition of each ether. Pour clear
ether solution through filter wnto same beaker as tefore, and wash
o c‘“ bz, siopper, fuanel, 2ud end of funnel siem with few mi of
wre of 2 etkers (1 + 1). Evaporate siowly on steam bath padar
ceme stream of air or N, Continue heating or steam bath 15 min
238y solvent has evaporates) then cool ' room femperature,

Redissoive dried fat residue in Your 10 mb poriiong syl ether,

5
£.4d 25 L ether, stonper vk 2iass, MNegwe m, o g

AT

T 9
2
w .
. &
i

“_i.

filtering each pordon trough small pledget of comor into 100 o

bezker, containing few glass beads, thar hes besn predried 30 min at
100° codled i room temperamre is desiccator, and weighed imme-
diately, Use fitth 10 mL pormer ether for rmsing cotton and funnel.
Evzperets ether 01 stearn bath, & oy S0 min & 100°, cool o room
emperalre in desicoaton, and waigh imm ed::te;y Comest s
welght by blank determinatior on reagems usad,

References: JACAC 37, 250019543 3 38,3225(1555); 59,
12IB(1976); €8, 322(1977); 65, 456(1982),

‘_v_.‘.-.-.:h 2 m L
et

R, -
Czsin 522, Wm\w 16 532,053 (see 33.3.08), asing &.5

3
me 0 ane 15 ml NH, OF,

Relezencss: JAOAL 18, 524015320 27, 10001534 °5
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Crude Geer is loss on igninon of dried regidus rem
iigest ¢ samole with 1.25% H,80, wi ! 2"“%

. Method is aprlicabie to g‘ars meals,
.”.s;:s feeés, A lal x;sez-baam ng malerial a‘:’am wiich Ta: can be

N #154

(2} Sulfuric acid selution~0355+ 3, COSAE 123 g E5,80,/100
mb. Concentrafion must be checked by titration,

(@) Sedium hydroxide solution.—0. 313 & 0.0054. 1.28 g
NaOrl/100 mi, Tree, ornzar'y so, frem Na,C05. Conceriraton must
be checxed by Siration,

{z} Prepared ce?ﬂm'cﬁbe.. —Pizce &0 ¢ ceramic
ber & lofer 4, B Bantell Zo., 700 Dowe:l Ay 37 Ren

WA OB0SS) in blender, 2dd 805 mo ¥50, end biend -
speed.

Determine blank by “"ea:ifwg ca 2 g (dry weight) of prepared
ceramic fiber with acid and alkeli as in deierminanon. Commoer crude
{iber resulis for any blank, which shonld #a ne ?Eﬂib"m {,m - ?-s,

(&) Alcorol—95% grrea agent aleohs), methang:

() Amn;oam:—ﬁ)ew Coming "c*p Al

it
fated L+ 4 wath mine] Spiriis or pervlenm emer, o ‘-7‘20-*:5‘ i)
£ngfoam B Emulsion (1 + 4). Do not use Antlozmn Sprey,
3 Bumping chips or grarules—Droken Alundum crecisies or

on
eqivalent grenuies (RR Alundum 90 m mesk, Nomon Je., @ New
Sond 8t, Worcesier, MA §1605) are satisfaciory.

(2) Digesnon apparams—With condenser to 11 €00 ml beaker
and 4ot plate adiusizhie io (Emueratre that v i T

._

g i, \ﬁaVE_" olef
8211 Prospect Ave, Xan C"y MTH132)
(3} Ashing dishes—Silics

Coors Ceramics Co., 650 9@ &1, Goiden, T0 804307, Mo, 8223¢

arionlame

s

a0 4 L
Vitreost 70 18

() oesiceqior—Fith 577 ientdesicest suoh za 4 28k D

et Gy ~
ez ;.,a‘wz 18 notsatisiariony),
(&) Tlering device ~—5Fm Ng, 300 yne 304 or 218 saintess siee
screen (W8 Tyler Tno 8570 Thler Ty J;,::L‘M OF 2283, easily

washed fres of digesiad msidus Hither Shighome Stz Sher 7 8CTEEN (See

LR

ed s el e e ™ a
LB AP avallabie Fom Laboonco Co *zz.)o*ww fed Califomia

d Ll dah

plastic Bilchner (see Figure $52,085: =omsisis of 2 piecs solynropylene
plas:ic el manuTzcamed by 56 U0, 75 Pangreme Tresk O B0
ox 20365, Rochesier, NV 14503 Ox. o, W280-0TC0, Tomm {w thout
Mo. 203 sersen, or ecuivale Toler munisn

Seal sovesr o Aliering surfecn of furnes, vsing small-dp soldering ion),

02 moie o

0 go 4 sise
wale /a0

s e T
Ipp—

R

—2klzhomea Stmte filer SGTEEM

T B T P o il R W e 0 oy D
SELNTE £ER. LR T CZ LEulninln St SRENET

et TIRAD AN 1m w1y ny e i
G 2RlEse 2ol B/ pwslie, severad pivs
TR ot G r Aty e T P
2@,@“@ S ESPERT, A, REat-0neicd 1o eLge el flaring
el
uw..,f'utu\ﬂa
(2" Bortimm Sapm . dm 3] Yot lnma  f o e
(& Slelion flitzr—To zooommodees Eltering davicss, Alech
e ol o i IR DEm e v pore e oen s —_
L0503 e te Tap in lns with aspieior o7 olher son rog of vacuum

P T g gt + o ~ o 4
- Haguid prehesier —Tor 7 eheating 7,0, 1.35% H,3C,, and

LE5% MNelXE svlnZens o T 0l 5e. Con ve::e"z? sys:zm, shown iz
Flauwe 55057, eonsis o gheat {1C

T gt T pe e
—lEnZ Wi 3 ools o o “/g L
&

X P ) P QPP | oy
HELotLumsng, L5 (38 m ong. Solderiniats arnd outlels where



- Aroueh feni welle - o i
fuoing 7 asses tnrough tank walls, Connact O OIRLLLX Concenssr eng

ur LX Con
Gl with 75,0, Keep 5,0 bosliag wilh two 758 wer aermosis izt

et leads 10 reservoins of 2,0,
acid, and alkzli; vse gum rubber wbing for sutess, Temegiy of
) G

preheater is adequats for 60 znalyses = 8 k.

8. FPreparevion of Samuie
Reduce sampie (riffle is suitabie) 1o 100 g and place pordon in
sealed container Bor 0 deterrainztion. snmedisiely determyine

G, Crind remainder o untiors Fueness. Oieber mil [Sergsn-
Welch Scientific Co. §-608707 with screer 0.032-0.04007 Np. 12

20}, Micre muli [Fosokawsa Micron Sowder Systems, Tne. 30
Chatnam R4, Summdt, NJ (7801} with screen 135-1775" e

18-No. 12}, and Wiley mill with 1 mm [Ne. 18] screen give compa-

rable fineness.) Since most materials lose moisnie duzing grirding
determine F, O on ground sample at same time sample s wker for

crude fiber determination,

Exmact 2 g grousd melenal with sther or setroisum eiher {inits:
soking temperaive, 35-38°; dry-fask eng point, 52-60°; 295%
distilling <54°, and <60% distifling <40° specific gravity a; 60°F,
0.630-0.550; evaporation residue <0.002% by weight). Ffatis <1 %,
exiraction may be omiited. Transfer to 600 m?. beaker, avoiding fiber
contaruration from paper or brush. Add ca 1.5-2.0 g ¢ry weight of
prepared ceramic fiber, 200 mi botling 1.25% H,33,. and § drop
diluied antifoam. (Excess antifoam may give high resulis; use only
if necessary 1o contro! foaming.} Bumping chips or granuies may
also be added. Place beaker on digestion apparags with readiusied
hot plate and boil exactly 30 min, rotadng deaker perictically o keen
solids from adharing 1o sides. Removs beaker, and Siter 2s in (2 of
().

(&) Using Oldnhoma filter s
screen (precoated with ceramie fiber |
analyzed§ into beaker, keeping face
uquic unalali liguid is removed, Wi

filter, add 50-75 mLbeiling 15,0, Afier wash s rermoved, Tepaal with

T

1" helo fer
Roflux Cendansor .
o .

e
Flgure 082

el
LRI IRTERE LEE-£ R St e id b LA

o P L RS ST
bl - Ll
i

g T o BT e
water; 1.28% alkall, and .25% zaid

. = FeToma o, el pmd sl
cry.y Removs Ther from teeker e desi;

ralsing alove T lavel. Remm mat and
breglung suction and blowing back. Add 250 mi boiling 1.25%

seilexacdy 30 min. Remove Desker, and Slier 2 850ve,
ig suciion. wash with 25 ol boiing L.25% 2808,
and three 56 mi poniens boiling H,C. Drain free of sxcess 3 by
raising fisen Lower Biter inio beaker and wash with 25 mi aleohsl,
Drzinline, brezk sucdon, and remove meat by blowing back rough

Diter soreen inis eshing dis

T T o tee N
Proczed 28 (o,

(B Using California Biichner—Filter comtens of bezxer
; dchner (precoated with ceramic foer if exTemely fine

A -

¢ arz selng anglyzed;, Sase heaker wits 50-73 mi, oowuing
5,0, ang wast through Bichner, Repest wit: thres 50 i pornons
TG, and suck dry. Remove mas end rasidue by snapping sotom of
Sichmer ageingt top whils covering stz wikh thumb or forefinger

in teeker. Add 200 =L Soiing 1.25% NaOH and boil

T AT
and replace
xaclly 30 min, Remove beaker, and filter 25 above. Wash with 25

E
L boiling 1.25% H,80,, three 5C mL zomions 0 end 25 ol

aleohcl. Remove mal and res idue; wansfer to ashing dish,

£

(o Treamnens of residie.—Dry mat end residue 2 har 130 £ 20
Cool in cesiccator and weigh. Ignite 30 mir ar 600 + 15°. Cool in
desicorior and rewaigh,

% Crude fiber in ground sample =
= (Loss in weight on ignition ~ loss in veight

1

of ceramic fiber bienk) x 100Aveight samp.e

ST - A Zagirad mme et mapio — £
% Crude fiber on desirad moisture basic = C

X {100 - % moisture desired (100 — % moisture in groend sample)

Reportresulis 1o 0.1%,
P

References: JAQAC 42, 222(1958);

SET(1981); 4, 5T8(1982); 55, 285(1982).
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B Appergive and Reegasic
i C R T, AT T A T T N e e e
Ses sagenis SE2.093(z), 1), 2nd & {see L300 epvenms
$am rom 3 N - i L]
S82.0=Clr), (3, () 2ad {0 (see £.8.01), and ‘n additian;
(&) Fiiradon apparats.—Sysiem W permit apnlication ~fmin-
¥ el

vacuum necessaty for Slivation and washing of 2aoh sETIDIS
min, Zack unit consis's of reservoir manifold connestad
n 120° stopecek, (2) elmosphese drough
382000 SIOCCCE Wi metesng cevice, and (3} vecestaclecontaining
cone-snaped hard ruober gaskel which

ey e vy o o B
cruciole. Vecuurs geze stac

o
e lual

foid indlesies vacuum ag-

7led ic crucible, Trucibie con be heated before and during Alration




