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Introduccion

La Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), es un pez que se extiende de forma natural desde
Alaska hasta México. Habita principalmente en rios de aguas claras y frias, aunque también se
pueden encontrar en lagos (Araneda, et al 2008). Fue en 1850 cuando se mostro un interés en su
produccién, para la pesca deportiva y la acuacultura, pero hasta 1950 se expandié grandemente,
por la introduccidon de alimento peletizado en los cultivos. Los paises que tiene una mayor
produccién de este organismo son Japén, Chile, América del Norte, y Europa (FAO, 2012).

En México por la creciente demanda de alimento con contenido proteinico, ha aumentando la
actividad de cultivo de peces e invertebrados en los ultimos afios, principalmente en especies de
agua dulce como lo son tilapia, carpas, y langostinos. También se ha iniciado el cultivo de trucha
arcoiris. Sin embargo, los problemas que enfrenta México en el desarrollo del cultivo de la trucha
es la falta de antecedentes y experiencia con este respecto (FAO, 1973).

El poder conocer los requerimientos nutricionales de la trucha, para una produccién optima, ha
desarrollado un potencial campo de estudio, que ha investigado principalmente las necesidades
proteicas, y la realizacién de nuevas formulaciones de dietas que sean “amigables con el
ambiente”. A pesar de todas las investigaciones ya realizadas, se ha dejado a un lado la
importancia de determinar algunos micronutrientes tan importantes como lo son las vitaminas
(Barrows et al, 2008). En especifico la vitamina A (vitA) que sus componentes son particularmente
relevantes en promover el rdpido crecimiento durante las fases de cria y juvenil en peces. Y
participando en otras funciones importantes dentro de estos vertebrados (Hernandez et al, 2002).

La vitamina A (vitA), es un micronutriente liposoluble, y son todos aquellos compuestos que
derivan de las caracteristicas quimicas del retinol (Combs, 1998) (Fig. 1).
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Fig. 1.- Estructura quimica del all-trans-retinol; Se compone de un anillo hexano, unido a una cadena
compuesta por dos unidades de isoprenoides, conjugada por un sistema de doble enlace en los carbonos, y
en el anillo, 5,6- carbono y un grupo terminal, alcohol.



Estos compuestos son conocidos como retinoides (figura 2). Los peces al igual que los demas
vertebrados no son capaces de sintetizar la vitamina A, asi que la obtienen a través de su
alimentacién en forma de retinil esteres, retinal, y pequefias cantidades de acido retinoico. Sin
embargo, también pueden obtenerla a partir de los carotenoides que tienen funcién de
provitamina A (provitA).

11l-cis-retinal

all-trans-3-dehydroretinol
Vitamina A2

NAAA

All-trans-retinal

All-trans-acido retinoico

Figura 2. Estructura quimica de los retinoides

Seguido a la ingesta de estos componentes de vitA, se hidrolizan a través de enzimas, presentes en
el intestino. Asi los retinil esteres son transformados a retinol y son absorbidos por los enterocitos
para ser transportado por las proteinas RBT (retinol -biding- protein), que tienen la funcién basica
de satisfacer los requerimientos de vitA dentro del organismo.

Cada metabolito del retinol tiene una funcién determinante en el organismo. El retinol puede ser
oxidado a retinal, principalmente en varias formas cis y trans que participan en el proceso de la
vision a través del 11- cis- retinal, que forma un grupo cromatdforo fotosensible dentro de las
células de la retina. O también puede ser oxidado a 4cido retinoico (AR), participando en varias
funciones sistémicas, como all-trans-AR, que esta presente en el nucleo de las células para la
regulacion de la expresion de genes. O puede ser esterificado con acidos organicos como &acido
palmitico o acido estereatico para su reutilizacion o bien su almacenamiento dentro del higado. La
mismo ocurre con el retinal puede ser oxidado en AR, o bien puede ser reducido a retinol, donde

tiene su participacién en la reproduccidn aunque no se conocen bien las rutas metabdlicas que
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sigue. Mientras que AR puede ser esterificado con alcoholes organicos; Sin embargo, no puede ser
reducido a la forma de retinal, ni retinol, esta es una de las causas de que algunos autores
consideren que el AR no es vitamina A (Hernandez, 2010; Bearer-Rogers et al. 2001).

La importancia de la vitA, es esencial ya que forma parte de varias funciones fisioldgicas y
sistémicas dentro de los peces y otros vertebrados, promueve el crecimiento de los organismos a
través de la diferenciacion y mantenimiento de las células epiteliales, participa grandemente en la
visidon a través de los pigmentos en los ojos (Combs, 1992), tiene una funcién fundamental en la
transcripcién de genes y division celular (Napoli, 1999), esta ultima semejante al de las hormonas y
da resistencia al sistema inmune contra las infecciones (Weber, 1995).

Fue en 1950 cuando se le distinguié como un nutriente esencial para los peces, y que promovia
funciones parecidas a las que tenia en los mamiferos (Woodward, 1994). Sin embargo, diferian en
la metabolizacidn de las provit A, con respecto a estos vertebrados, ya que los peces son capaces
de metabolizar los carotenoides oxigenados (Xantofilas) asi como los carotenos, a VitA
(Christiansen et al, 1994). De los aproximadamente 500 carotenoides disponibles de forma
natural, solo 60 de ellos tienen funcidn de provitA, esto es por la presencia de un anillo B-ion en la
cadena del licopeno (figura 3), que lo hace vulnerable a reacciones oxidativas a través de una
enzima para romper sus enlaces y formar moléculas de vitA (Ball, 1988).
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B- caroteno

Cantaxantina

Figura 3. Estructura quimica de algunas provitaminas

La provitA mas conocida es el B- caroteno (BC), y ha sido muy estudiada principalmente en
mamiferos. Esta se puede romper por los enlaces centrales o laterales para convertirse en retinal
(figura 4), (Meyers et al, 1992). Sin embargo, no ha sido muy estudiada su propiedad de vitA en los
peces.



B e S G N

B- caroteno

|

All-trans-retinal

Figura 4. Conversién del B- caroteno a vitamina A

El metabolito 3,4 didehidroretinal (VitA,) esta presente en peces de agua dulce, y parece ser
sintetizado en altas cantidades a partir de los carotenoides (Gross y Budowski, 1966; Del tito,
1983) y su actividad esta en la formacién de la molécula piropsina (Halver, 2002). Y se ha
asegurado que diversas especies de peces incluyendo los salmdénidos, son capaces de utilizar los
carotenoides como origen de vitaA (Neilands, 1947; Gross y Budowski, 1966).

Para poder determinar los requerimientos de la vitamina A en peces, se basan en su crecimiento y
caracteristicas fisiolégicas que van presentando los organismos, al variar la concentracion de la
vitamina en las pruebas experimentales (Woodard, 1994). Por lo tanto se sabe que la baja
concentracién de vitA causa un pobre crecimiento en la etapa de cria y juvenil. Mientras que en la
etapa de adulto promueve la proliferacion celular de las gonadas, como pasa en el pez cebra
(Cyprinus rerio), (Hernandez et al, 2010). En el pez Hirame (Paralichthys olivaceus) presentan un
periodo de desove mas corto ante concentraciones elevadas de vitA (Furuita, Tanaka, et al, 2003).
Y en reproductores de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), altas suplementaciones de vitA
causan mortalidades a los embriones (Dicharry et al 2010).

La siguiente tabla muestra los requerimientos de vitA de algunas especies de peces.

Especie VitA Ul/Kg Referencia

Trucha (Oncorhynchus mykiss ) | 2 000 — 2 500 Kitamura et al, 1967




Lenguado japonés 9 000 Hernandez et al, 2005
(Paralichthys olivaceus)

Carpa comun (Cyprinus carpio) | 4 000 —20 000 Aoe et al, 1968

Bagre (Ictulurus punctatus) 1 000 -2 000 NRC, 1993

Tilapia hibrida O. niloticus x O. | 5870-6 970 Hu et al, 2006

aureus

Guppy Poecilia reticulata 2 000-4000 Shim et al, 1990

Tabla 1; Requerimientos de vitA en dieta, de diversas especies de peces.

Estos requerimientos van cambiando de acuerdo a la especie, etapa de desarrollo, sexo y
ambiente en el que se encuentren los peces. Por ejemplo el salmdn atlantico (Salmo salar) no es
capaz de utilizar la provitA, si se encuentra a una temperatura de 9°C (Schiedt, 1989). La trucha
arcoiris es probable que tenga un requerimiento mayor a las 2 500 Ul de vitA/kg, en etapa cria y
juvenil (Woodard, 1994). Ademas un factor importante que no se ha considerado en las
necesidades de este micronutriente en los peces de cultivo, es el cambio a las nuevas
formulaciones de dietas, pues se incorporan harinas vegetales como fuente de proteina, y es
recomendable que se realicen nuevos estudios, para determinar los requerimientos vitaminicos
con estas nuevas formulas (Cao et al, 2007).

La hipovitaminosis o deficiencia de vitamina se presenta cuando la suplementacién de vitA esta
por debajo de los requerimientos necesarios, causando severos trastornos metabdlicos vy fisicos;
como pobre crecimiento, xeroftalmia, queratinizacion del tejido epitelial, hemorragias en la parte
anterior del ojo y aletas, en algunos casos causa la deformacion de los huesos. Aunque debe pasar
un periodo largo sin la ingesta de esta vitamina para que se presenten algunos de los signos
mencionados, ya que esta vitamina se almacena en el higado (Halver et al, 2002)

Por otro lado si se rebasan por mucho los requerimientos se presenta hipervitaminosis que
provoca un ensanchamiento en el higado, crecimiento anormal, lesiones en la mucosa, e
hiperplasia en el cartilago de la cabeza, también hay deformacidén de huesos terminando en
anquilosis y fusidon de las vértebras, se ha reportado que esto se presenta a una concentracion de
20 000 Ul de vitA/kg, después de varios meses (Combs, 1998).

Antecedentes

Morton y Creed (1939), demostraron que algunas especies de peces son capaces de utilizar el B-
caroteno como origen de vitA, mientras que otras son incapaces de romper la molécula del B -
caroteno para transformarlo en vitA.




Glover J. (1960) propuso la posible ruta del B-caroteno para convertirse en vitA, a través de una
enzima sistdlica presente en el higado de los peces, que rompe el enlace excéntrico o el enlace
central del B-caroteno para transformarlo en retinal.

Del Tito (1983) Comprobd experimentalmente con pez dorado que alimentado con el B- caroteno,
obtiene un mejor crecimiento que con retinol, luteina o sin la adicion de vitamina A.

Katsuyama y Matsuno (1987) y Moren et al. (2002) mostraron que la astaxantina se convierte
directamente en vitamina A, mientras que la canthaxantina se convierte primero en
isoezaxanthina, para convertirse a B-caroteno y finalmente a vitamina A;.

Torrissen (1989) propone que la actividad especifica de la vitamina A, en trucha arcoiris esta en la
retina al encontrar altos niveles de vitA;, seguidos por vitA,, y concluye que la A, es un metabolito
de A;

Woodward (1994) realizo una revisidn de los requerimientos vitaminicos para salmdénidos que son
cultivados en etapa juvenil.

Christensen et al, (1994) Trabajo con suplementaciones de astaxantina como provit A, y vitA, para
medir su efecto en el crecimiento de crias en Salmo salar.

Thompson (1995) compard el efecto que tiene la vitamina A y la astaxantina sobre el sistema
inmune, encontrd que si bien la vitamina A ayuda en el transporte de los linfocitos, la astaxantina
no tiene ningln efecto sobre el sistema inmune.

Hu Chien et al. (2005) Determino que la tasa de conversidn de B-caroteno a vitamina A en
juveniles de tilapia hibrida es de 19:1 (B-caroteno — retinol).

Dicharry et al. (2010) determinaron que los efectos de altos niveles de vitamina A (7,000 Ul/ Kg)
causan mortalidad en reproductores y embriones de trucha arcoiris, pero no hay presencia de
malformaciones en crias.

Justificacion

El trabajo se fundamenta que para la Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), la vitamina A es un
importante promotor de crecimiento en etapa cria, por lo tanto es particularmente importante en
el campo de produccidn de este organismo. Partiendo de esto se utiliza el B-caroteno como fuente
de vitamina A. Proponiendo que este carotenoide es metabolizable para los organismos y su
efecto, se vera reflejado en el crecimiento y composicién proximal de las crias. Los resultados que
se obtengan pueden determinar los requerimientos necesarios de BC, para que la trucha arcoiris
crezca de forma normal, y asi colaborar con referencias para la realizacidn de dietas balanceadas
utilizando carotenoides como fuente de vitA.



Objetivo general

Determinar los requerimientos de 3-caroteno como precursor de vitamina A en crias de trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss).

Objetivos particulares

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de 3-caroteno en el crecimiento de las crias de
trucha arco iris

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de -caroteno en la composicién proximal de las
crias de trucha arco iris.

Material y métodos

Se adquirieron crias de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de una granja comercial, ubicada en
Huasca de Ocampo, Hidalgo, y fueron transportadas al laboratorio de Produccién Acuicola
(acuario) de la Facultad de Estudios Superiores lztacala, en donde se realizé todo el estudio. Para
su aclimatacidn, los organismos se depositaron en tanques de 500 L, por un periodo de 10 dias, a
una temperatura de 15°C £+ 2°, alimentandolos con una dieta libre de vitamina A ( tabla 1),
elaborado de acuerdo a la técnica propuesta por Hernandez et al (2002).

Formulacion de las Dietas

Se desarrollaron seis dietas con una composicidon basal de acuerdo a la Tabla 1, considerando los
requerimientos nutricionales reportados previamente por NCR (1993). 1) La primera dieta
experimental no contenia vitA ni BC, 2) La segunda dieta experimental se suplemento con 2 500 Ul
de palmitato de retinol/Kg y las siguientes cuatro dietas experimentales restantes se les incorporo
diferentes suplementaciones de B-caroteno; 3) 1 250 UI/Kg 4) 2 500 Ul/Kg. 5) 5 000 UIl/Kg. 6) 10
000 UI/Kg, de acuerdo a la Tabla 2. Antes de la preparacién de las dietas, se extrajeron los lipidos
de las harinas con un equipo Soxlet, y la mezcla de vitaminas y minerales se realizo de acuerdo a
la formulacién propuesta por Hernandez et al (2005) (Anexo 1).

Ingredientes g/kg de dieta

Harina de pescado 400




Harina de soya 200

Aceite de higado de bacalao 50
Soya de lecitina 50
Dextrina 100
Mezcla de vitaminas y minerales 40
Gluten 50
Celulosa 109.6
Fitasa 0.4

Tabla 2. Formulaciéon base de las dietas experimentales

Tratamiento Ul/kg de dieta
Dieta control 0

Dieta retinol* 2,500

Dieta B-carotenol’ 1,250

Dieta B-caroteno2’ 2,500

Dieta B-caroteno3’ 5,000

Dieta B-caroteno4’ 10,000

Tabla 2.1. Suplementacién de retinol o B-caroteno en las dietas experimentales.'1 Ul = 0.3 pg all-
trans-retinol, 1 Ul = 0.6ug B-caroteno

Las dietas se prepararon mezclando todos los ingredientes en polvo en una batidora vy
posteriormente, se agregaron los aceites con el retinol o B-caroteno previamente disuelto y se
continudé mezclando. Por dltimo, se agregd 40 % (peso/volumen) de agua. La masa resultante se
paso por un molino de la marca, Nixtamatic, para obtener pellets de 2.5 mm de diametro
aproximadamente, que se secaron en un horno a 60 °C durante 24 horas.

Prueba de alimentacion

Se formaron seis grupos experimentales (c/20 organismos cada grupo) con una replica para cada
grupo experimental. Los organismos de cada grupo y de cada replica, fueron depositados en

tanques de 100 litros. En total se utilizaron 12 tanques que contenia 20 organismos cada uno,
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ubicado en un sistema de recirculacién de agua. El peso inicial de las crias fue de 1.44 £+ 0.02 g, la
prueba de alimentacion, se mantuvo bajo condiciones ambientales, temperatura 15°C, OD 6.5
mg/L, y amonio 0.815 mg/L, y fotoperiodo natural. Por un periodo de 60 dias.

La cantidad de alimento suministrado diariamente por tanque fue del 7 % de la biomasa total
distribuido en 2 raciones al dia, pesando el alimento remanente de cada dia para poder calcular
TED y cada 10 dias, los organismos eran pesados para poder calcular los pardmetros de
crecimiento.

Se inicio él trabajé con organismos con una longitud patréon de 1.2 cm y una longitud total de 1.4
cm al final del experimento también se determino la longitud final y patrén. Esto se realizd por
unidad experimental. Con los datos de peso, se determinaron los siguientes pardmetros de
crecimiento.

Tasa de crecimiento especifico TCE (%) (Refsties, et al., 1997)

TCE = [(In Peso Final — In peso inicial) / NiUmero de dias de alimentacion] * 100
Ganancias en peso GP (g) (Adelizi et al, 1998)

GP = [(peso final — peso inicial) / Peso inicial] * 100

Tasa de eficiencia de la dieta TED (Hernandez et al, 2004)

TED = [ganancia en peso (g)/total de dieta ingerida en base seca (g)];

Factor de condicién (K) (J, E Williams, 2000)

K = [(100,000)(GP(g)) / Longitud total®]

Andlisis Proximales (ver anexo 1)

Al final de los 60 dias de experimentacién se sacrificaron todos los organismos, y se les extirpo el
higado y se tom6 una muestra de musculo para realizar los analisis proximales. El contenido de
proteina en los organismos y en las dietas se determind por la prueba de Lowry, ver anexo 2. El
contenido de lipidos por medio de la técnica reportada por Blight y Dyer (1959) ver anexo 3, y los
contenidos de ceniza y humedad a partir del método AOAC ver anexo 4.

Anadlisis estadistico

Para poder comprobar si habia un efecto significativo en el crecimiento de los organismos y en su
composicion proximal debido a las diferentes dietas experimentales, se realizo la prueba de
Kruskall-Wallis con un nivel de significancia 0.05, debido a que no se realizo pruebas de
normalidad a los datos, y la falta de repeticiones, partimos de que los datos se comportan de
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manera no paramétrica y fue aplicada a los resultados de los pardmetros de crecimiento y al
contenido proximal.

Resultados y Discusion

Se puede observar en la figura 5, la ganancia en peso (GP) que tuvieron las crias alimentadas con
las dietas experimentales. La suplementacion de 10,000 Ul de BC/kg, fue el valor mas alto con
616%, por otro lado la menor ganancia se observa en los organismos que consumieron las dietas
con 2 500 Ul de VitA/kg y la dieta base, con 426% y 499% respectivamente.

Ganancia en Peso

800.007

700.007

600.00

500.00

crecimiento (%)

400.00

300.00

200.004

T T T T T
1.00 200 300 4.00 500 6.00

tratamientos

Figura 5. Ganancia en peso de las crias de trucha arcoiris por tratamiento, en un periodo de 60
dias. Las barras representan las medianas de la muestra y 1 replica.
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La GP de las crias alimentadas con las diferentes dietas experimentales, no muestra ningun
crecimiento significativo entre los organismos alimentados con los distintos tratamientos, inclusive
para aquellos organismos que su dieta no contenia ninguna fuente de vitA. Debido a la naturaleza
lipidica de esta vitamina, su almacenamiento y reciclaje puede abastecer al minimo los
requerimientos que necesite el organismo, sin presentar algin sintoma de deficiencia en varios
meses (Halver, 1972). Por otra parte la menor ganancia se manifesté en el grupo de crias que se
alimentaron con la suplementacion de vitA. Christiansen et al (1994) obtuvo un comportamiento
parecido en las crias de Salmo salar. Es probable que esto sea debido a que los requerimientos de
VitA para los salmdnidos mencionados por la NCR (1993), no sea suficiente para un desarrollo
optimo en etapa cria. Woodward (1994) y Kitamura (1967) concluyeron que la suplementacién de
vitA debe ser mayor a 2 500 Ul/Kg.

En la tasa de crecimiento especifico figura 6, el valor mds alto lo alcanzaron los organismos
alimentados con el tratamiento de mayor concentracién de BC teniendo un porcentaje de 2.77 %,
seguido por el tratamiento de 1,250 Ul BC con 2.61%, mientras que el valor mas bajo 2.30 fueron
los organismos alimentados con el tratamiento que contenia 2,500 Ul BC, mientras que 2.55% y
2.35 % lo obtuvieron las dietas base y de vitA respectivamente.
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Tasa de crecimiento especifico
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Figura 6. Tasa de crecimiento especifico de las crias de trucha arcoiris por tratamiento, en un
periodo de 60 dias. Las barras representan las medianas de la muestra y 1 replica

En TED, se vuelve a notar que los organismos que estan ligeramente por debajo, de los demas
grupos, son aquellos alimentados por las 2 500 Ul de vitA y BC respectivamente, de nuevo
la dieta basal se encuentra por arriba. Y el tratamiento 3 representado en la grafica, esta
inclusive por arriba del tratamiento 5 siendo este ultimo de 5 000 Ul de BC, debido a fallas
en el sistema donde se mantenian a los organismos, hubo descensos de estos que no
fueron remplazados durante el experimento, esta variable se ve reflejada en los
parametros de crecimiento, ya que el grupo 5 tiene la supervivencia mas baja de los
grupos (ver figura 9). También podemos considerar que el tiempo del periodo de
alimentacion no fue lo suficientemente prolongado para mostrar una tendencia marcada.
Debido a que la utilizacion del BC requiere metabolizacion por parte de los organismos
(Ball, 1988). Christiansen (1994) que tampoco presento una diferencia significativa en los
primeros 60 dias, pero si en los siguientes 60 dias con el carotenoide astaxantina.
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La tasa de eficiencia de la dieta figura 7, muestra que los organismos mas eficientes fueron el
grupo de 10* UI BC, con un valor de 0.511, igual que en TCE la dieta con 2,500 Ul de BC/Kg, fue el
valor mds bajo con 0.34 y las dietas de vitA y base 0.36 y 0.39 respectivamente.

Tasa de eficiencia de la dieta

507

TED

=

20

Tratamientos

Figura 7. Tasa de eficiencia de la dieta de las crias de trucha arcoiris por tratamiento, en un
periodo de 60 dias. Las barras representan las medianas, de la muestra y 1 replica

La presencia del BC en las dietas, y los resultados en la asimilacion de la dieta, y en el crecimiento
muestran que no hay un efecto nutricional negativo en los organismos. Y que los juveniles de
trucha arcoiris aprovechan este nutriente para su metabolizacién a vitA. Asi Torrinsen y Olson
(1989), sugieren que los peces cuentan con la presencia de una ruta metabdlica, que es capaz de
romper la molécula del BCy gracias a eso pueden aprovecharlo, a través de las células presentes
en el tracto gastrointestinal (Bjerckeng, 1997). No obstante al contrario de nuestros resultados, en
el trabajo de Chien Hu (2005) pasa lo contrario va disminuyendo TED conforme aumenta el BC, a lo
gue podria atribuirse a las altas cantidades de suplementacién que utilizo.
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En factor de condicién figura 8, muestra comportamiento de respuesta similar que en GP, TCE,
TED. El valor de 1.19 fue el mas bajo con los organismos alimentados con la dieta de vitA, y el valor
mas alto de 1.55 con los organismos alimentados con la dieta que contenia una suplementacion
de 10 000 UI BC.

Factor de condicion

1407

1.204 —

1.007

Tratamientos

Figura 8. Factor de condicion (K) de las crias de trucha arcoiris, las barras representan las
medianas, de la muestra y una replica.

Al poder observar todos los parametros de crecimientos evaluados entre los distintos
tratamientos, si bien se puede ver un comportamiento similar en todas las figuras. Y es que los
organismos alimentados con la dieta de 10 000 Ul de BC son los que dentro del rango crecieron
mas. Chien Hu (2005), observo la misma tendencia en los parametros de crecimiento en juveniles
de tilapia hibrida alimentados con suplementaciones de BC. Sin embargo, es probable que se
necesitaran mayores concentraciones de BC para poder definir las diferencias significativas en los
demas tratamientos, a parte de ampliar el lapso de tiempo, como ocurrié con Schiedt (1989);
Christiansen (1994); Del tito (1983); Chien Hu (2005) que utilizaron mas de 15 mg/Kg en sus
suplementaciones de algln carotenoide. Asi que se necesitan elevadas cantidades de BC para
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poder ver su efecto en el crecimiento como se muestra en el factor de condiciéon, que es
determinante que los organismos con mayor robustez fueron aquellos que se alimentaron con una
concentracién elevada del BC. Hay factores que intervienen en la metabolizacién y absorcion de
BC a vitA, como lo es en la etapa de desarrollo en la que se encuentren (Thompson 1964;
Torrinsen 1989). Asi que las crias de la trucha arcoiris al igual que lo demas peces destinan todos
los nutrientes y gastos energéticos a promover su crecimiento (Thompson, 1964). También
factores ambientales que influyen son la temperatura, que a 9°C los salmdnidos no son capaces de
metabolizar los carotenoides, pero a 12°C si pueden (Benjamin, 1965). La temperatura a la que se
encontraba la prueba experimental de este trabajo fue alrededor de los 13°C, por lo que la
temperatura no pudo haber presentado alguin problema en la conversidn.

La supervivencia figura 9, de los organismos parece no estar afectada por los tratamientos

experimentales, sino por las condiciones técnicas en las que se trabajo.

90.007 ] —
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T T
1.00 200 300 400 5.00
Tratamientos

Figura 9. Supervivencia de los organismos por tratamiento, en un periodo de 60 dias.

Los resultados del porcentaje en el contenido de lipidos y proteina en el higado de las crias se
muestran en la tabla 3.
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Tratamiento Lipidos % Proteina %

Basal 3.5+ 0.27 16.8+0.94
Retinol 2 500UI 3.6+0.18 13.9+0.31
BC-1500UI 3.9+0.67 15.7 £ 0.97
BC-2500Ul 3.0+£0.25 16.7 £ 0.56
BC -5 000Ul 3.6+ 0.57 140+3.1
BC-10 000Ul 4.7+0.05 18.8+1.4

Tabla 3.- Concentracion de lipidos y proteinas en higado de juveniles de trucha arcoiris, valores en
porcentaje.

La concentracion de lipidos en higado se muestra mayor en los organismos que consumieron la
dieta con 10 000 Ul de BC, con 4.7 % seguido por los organismos alimentados con el tratamiento
de 1 250 Ul de BC con 3.9 %, mientras que la dieta de vitA contenia 3.6 % y los organismos
alimentados con la dieta base tenian 3.5 % de lipidos en higado. Esto es relevante ya que se ha
vinculado la cantidad de vitA, con la concentracién de lipidos, presente en el higado, porque esté
es el érgano de almacenaje de este micronutriente (@rnsrud, 2002). Chien Hu, (2005) también
mostré que la suplementacidn del BC, es directamente proporcional a la concentracién de lipidos,
en higado, y asi también a la concentracién de vitA presente en este érgano. Posiblemente esto
también ocurre en la trucha arcoiris, puesto que aquellos que tienen una elevada concentracion
de lipidos, presentan un crecimiento ligeramente mayor. Con respecto a los organismos del grupo
de vitA, parece estar almacenando la vitA en higado puesto que fueron aquellos que presentaron
un menor crecimiento. Al contrario los organismos alimentados con 2 500 Ul de BC parecia estar
utilizando parte de vitA pero no tenia un efecto en el crecimiento como los demas grupos que
consumieron este carotenoide. Sin embargo, se necesitarian mas pruebas para poder corroborar
esto de manera determinante.

Proteina en el higado también tiene valores elevados en el grupo de mayor suplementacién de
BC, a que este drgano es el almacén de la vitA también es el mayor productor de proteinas RBT,
gue estan asociadas a la presencia de retinol que pueda haber, ya que se activan con este para
iniciar su transporte al aparato de Golgi o bien al suero de la sangre y distribuirse en los tejidos
(Noy, 2000).

La composicién proximal del musculo, en base seca, se muestra en la Tabla 4.
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Tratamiento Humedad % Lipidos % Proteina % Cenizas %

Basal 77.1£10 8.4+1.2 9.0+3 111+
Retinol 2 500Ul 77.8 £9.5 9.0+14 11.6+3.9 11.1+
BC-1500Ul 77.8 9 9.4+0.4 11.5+16 935+
BC-2 500 77.619.4 9.3+0.1 8.8 £.07 113+
BC-5 000 76.4+9 9.8+2 10.8+2.6 85+
pC-10000 75.9 8.5 109+1.3 12.7+3.3 10.0

Tabla 4.- Andlisis proximales en musculo de juveniles de trucha arcoiris, valores en porcentaje, en
base seca

Comenzaremos con la concentracidn de lipidos en musculo, el tratamiento que contenia 5 000 Ul
de BC/Kg, presento una concentracion de lipidos con 9.8 %, la dieta con 10 000 Ul de BC sus
organismos presentaron una mayor concentracion, de 10.9 % y los organismos alimentados con la
dieta base tenian una concentracion de 8.4 %, el contenido lipidico de los organismos, aumenta
conforme la suplementacién de BC se eleva. También Schied et al (1989) reportd que la
deposicién de la tasa de carotenoides, esta correlacionada con el contenido lipidico en el musculo
del salmdn atlantico, conforme aumentan los lipidos aumenta la concentracién de carotenoides.
Sin embargo, el retinal también esta involucrado en la pigmentacién (Noy, 2000), y el acido
retinoico tiene una participacion fundamental en la divisién celular epitelial. El rango de humedad
permanece en los rangos normales entre 77 %y 75 %, los resultados de ceniza se mostraron en un
rango de 11- 8 %, las dietas base y de vitA fueron de 11% y la dieta con suplementacién de 5 000
Ul de BC/kg tuvo un valor mas bajo 8.5 %. Las suplementaciones de BC y vitA no influyen en
humedad y ceniza, lo mismo reporta Hernandez (2005), en la composicidon del lenguado japonés
(Paralichthys olivaceus), que trabajo con dietas suplementadas con palmitato de retinol.

El porcentaje de proteina presente en el organismo es menor para el grupo que se alimenté con la
de 2 500 Ul de BC, y mayor para el grupo alimentado con 10 000 BC, debido a las concentraciones
de BC han influenciado a las concentraciones de proteina en musculo, ya que los carotenoides se
asocian a proteinas presentes en el musculo, para formar el complejo actiomiosina (Henmi, 1987).
Thompson (1995) que trabajo con astaxantina, que también es una provitamina, obtuvo un efecto
similar en la concentracién de proteina, en sus organismos. También las proteinas RBT estan
presentes en el musculo, pero su concentracién es menor a las que puede haber en el higado. Esta
puede ser también una de las razones de que para aquellos organismos con crecimiento elevado
con respecto a los demds grupos, presenten una mayor concentracion de proteina en higado y
musculo, por la capacidad de metabolizar el BC a VitA.

Conclusiones

Se necesitan elevadas cantidades de carotenoides para ver su efecto en el crecimiento de las crias
de trucha arcoiris (Oncorhynchuss mykiss). En conclusion la trucha arcoiris (Oncorhrynchus mikyss)
no es muy eficiente en la obtencién de vitA, a partir del BC.
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Los resultados en los parametros de crecimiento también proponen que es probable que los
requerimientos de vitA, sean un poco mas elevados de los que se han propuesto, y el lapso de
experimentacion debe durar un poco mas de 60 dias.

Las crias de trucha arcoiris sin ninguna fuente de vitA, la reutilizan por un periodo mayor a 70 dias,
mientras que las que solo obtienen las 2 500 Ul de vitA, parece que guarda reservas y utiliza lo
minimo para mantenerse.
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Anexo 1

Extraccion de lipidos por el método de soxleth

1.- Se tamizan 50g de harina de pescado

2.- Se pesa el papel filtro y se llena con la harina de pescado

3.- El papel filtro es colocado dentro de la capsula del enfriador

4.- Al matraz de bola se le agregan 600 ml de éter de petréleo

5.- Se coloca el enfriador en la boquilla del matraz y se conectan las mangueras de
recirculacion de agua fria para que condense el gas de éter y caiga sobre la harina de
pescado y remueva los lipidos de la harina

6.- El matraz es colocado en bafio maria para que caliente el éter y pase por el
condensador

7.- Se deja recircular hasta que el éter de petrdleo después de pasar por la harina, sale
transparente.

8.- Para sacar la harina apagamos el bafio maria esperamos que se enfrié y en una charola
la vaciamos esperando a que se seque

9.- Cuando estd seca se mete en bolsas y se refrigera hasta su uso
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Anexo 2
Determinacion de proteinas por solucién Lowry
Solucién estandar de proteinas

1.- Se elabora una curva patrén con la solucién estandar

Solucién proteina estdndar | Agua destilad Concentracidn de proteina
(ug/ml)

0.125 0.875 50

0.250 0.750 100

0.500 0.500 200

0.750 0.250 300

1.000 0 400

*las unidades manejadas son en ml

2.- se prepara un tubo blanco con agua destilada

3.- se toma 0.1g de muestra y se vacia a un tubo de ensaye con 1 ml de agua destilada y se
homogeniza durante 2 minutos

4.- posteriormente se agrega 1 ml de solucidn lowry a los tubos de la curva patrén; a los
tubos muestra y al blanco, se mezcla cuidadosamente para que no se forme espuma

5.- la solucién se deja reposar durante 20 minutos, para posteriormente agregar 0.5 ml de

la solucién fenol folin y Ciocalteu’s (cada tubo).
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6.- se deja reposar durante 30 minutos pasado este tiempo se aforan los tubos a 10 ml
con agua destilada, y son medidas en un espectro fotdmetro a una longitud de 450nm
calibrando con el blanco primeramente (la cantidad de proteina se determina por
espectrofotometria pero la solucién solo dura 10 minutos después de ser aforada, pasado
este tiempo las soluciones se descomponen).

7.- se registran las absorbancias

8.- los resultados de las absorbancias son extrapoladas en la curva patrdn para determinar

la concentracién de proteina en la solucidn, los resultados estan en porcentaje.
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Anexo 3

Determinacion de lipidos por el método de Bling y Dyer.

1.- se toma una muestra de 0.2g (en peso seco)

2.- se coloca en un tubo de ensaye con 3 ml de metanol y 1.5 ml de cloroformo

3.- se homogeniza durante 2 minutos

4.- después se vuelve agregar 1.5 ml de cloroformo y se homogeniza durante 2 minutos
5.- Los tubos se centrifugan a 5000 rpm durante 10 minutos

6.- el sobrenadante se vacia en matraces de separacién, y se le agregan 0.8 ml de agua
destilada hasta que se formen 2 capas, sino se forma la capa se va agregando agua
destilada gota a gota (si se llegan a formar 3 capas se prepara una solucion de cloroformo-
metanol 1:1, si se forma una capa lechosa también se agrega esta solucidn gota a gota).
7.- ya formadas las dos capas se deja pasar la capa inferior a un tubo de ensaye y se pone
en aireacién para que el cloroformo se evapore y nos quede la capa de lipidos

8.- se pesa un frasco vial

9.- cuando en el tubo nos queden los lipidos solamente se vuelven a diluir con 1 ml de la
solucién cloroformo-metanol y se vacian al frasco vial

10.- se ponen a secar de nuevo y cuando se evapore la solucién completamente se vuelve

a pesar, sacando con los datos el porcentaje de lipidos de la muestra.
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Anexo 4

Determinacion de humedad

1.- se utilizan crisoles de metal previamente lavados, se pesan

2.- se colocan en el horno a una temperatura de 110°C durante 2 horas, y se vuelven a
pesar (dejandolos enfriar en un desecador)

3.- se colocan en el horno a la misma temperatura media hora mas y se vuelven a pesar,
se repite esto hasta que los crisoles estén en peso constante

4.- una vez que los crisoles se encuentren en peso constante, se agrega 5g de muestra y se
vuelve a pesar el crisol con la muestra

5.- se coloca durante 2:30 hrs en el horno a la misma temperatura, pasado este tiempo se
repite el paso 3.

6.- cuando el crisol con la muestra alcance el peso constante se registra ese peso y se

aplica la siguiente férmula:

% humedad = (1 - peso seco* / peso humedo*) x 100

*peso de la muestra
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Anexo 5

Determinacion de cenizas

1.- se utilizan crisoles de porcelana previamente lavados

2.- se coloca en el crisol 0.5g (en peso seco) de muestra

3.- los crisoles son colocados en la mufla a 500 °C durante 5 horas, pasado el lapso de
tiempo se baja la temperatura a 100°C

4.- cuando la mufla llega a esa temperatura se sacan los crisoles y se ponen en un
desecador para que se enfrien posteriormente se pesan

5.- para sacar el porcentaje de cenizas se utiliza la siguiente formula:

% de cenizas = (peso de la muestra en ceniza / peso de la muestra humeda) x 100
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