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RESUMEN

_Se realizé un bioensayo nutricional con dos disefios. factoriales 1) 3X2 dietas
conteniendo aceite fresco, medianamente oxidado o altamente oxidado (V.P.= 6, 50 y 100
meq/kg respectivamente), suplementadas con dos niveles de vitamina E (0 y 100 mg/kg DL
a-tocoferil acetato); 2) 2X2 dietas conteniendo aceite altamente oxidado suplementadas con
2 niveles de vitamina E (0 y 100 mg de DL-a-tocoferil acetato) y 2 niveles de
suplementacién de antioxidante sintético etoxiquin (ETQ) (0 y 130 mg/kg de dieta),
alimentando a juveniles de Penaeus vannamei de 250 mg de peso promedio durante 56 dias.

Para los grupos bajo el disefio experimental 1 se encontrd que a los 28 y 42 dias, los
camarones alimentados con dietas conteniendo aceite altamente oxidado presentaron tasas
de consumo de alimento y crecimiento significativamente menores (P < 0.05); a los 56 dias
los camarones alimentados con dietas suplementadas con vitamina E mostraron una tasa de
sobrevivencia significativamente mayor (P = 0.004). La relacién hepatosomatica aumentd
con el alto grado de oxidacién del aceite (P = 0.07).

Para el grupo bajo el disefio experimental 2, se encontr6 que a los 28 dias los
camarones alimentados con dietas suplementadas con ETQ presentaron una tasa de
sobrevivencia significativamente mayor (P = 0.012). A los 56 dias se encontraron aumentos
en la tasa de consumo (P = 0.067), tasa de crecimiento (P = 0.065) y relacién
hepatosomatica (P = 0.07) por efecto de la suplementacion en ETQ.

Los resultados de este experimento sugieren que: 1) un grado alto de oxidacién
(VP=100 meq/kg) del aceite de pescado disminuye el consumo de alimento y como
consecuencia el crecimiento, probablemente debido a la baja palatabilidad por los productos
de la oxidacion; 2) que las dietas no suplementadas con vitamina E a cualquier nivel de
oxidacién provocan mortalidades importantes; 3) y que la suplementacién con ETQ fué
benéfica en reducir la mortalidad (proteccion de la vitamina E en la dieta) y en mantener

aceptables las tasas de consumo y crecimiento (proteccién de los acidos grasos
poliinsaturados).



ABSTRACT

A 56 days feeding trial was conducted on Penaeus vannamei juveniles (0.25 g mean
initial weight) with practical diets formulated under two factorial designs: 1) a 3x2 factorial
design including three degrees of oxidation of the 7.5% supplemental menhaden oil
(peroxide values PV of 6, 50 and 100 meq/kg oil) and two levels of supplemental DL-a-
tocopheryl acetate (0 and 100 mg/kg diet); 2) a 2x2 factorial design with diets containing
highly oxidized fish oil (PV 100 meq/kg) including two levéls of supplemental DL-a-
tocopheryl acetate (0 and 100 mg/kg diet) and ethoxyquin (0 and 130 mg/kg diet).

Under design #1, shrimps fed the highly oxidized oil had lower feed consumption
and weight gain at 28 and 42 days (P<0.05); at 56 days, shrimp fed supplemental vitamin
E had a higher survival rate (P=0.004). Feed conversion was not affected by the degree of
oxidation (P>0.14) nor vitamin E supplementation (P>0.19).

Under design #2, shrimp fed supplemental ethoxyquin had higher survival rate at 28
days (P=0.012). At 56 days, ethoxyquin provided also higher feed consumption (P=0.067),
weight gain (P=0.065) and hepatosomatic rate (P=0.070). Feed conversion was not affected
by supplementation with vitamin E (P>0.51) nor ethoxyquin (P>0.71).

Results suggest that: 1) the fish oil rancidity diminished the feed consumption and,
as a consequence, the weight gain, probably due to the low palatability of the oxidation
products; 2) the vitamin E deficiency is responsible of high mortalities, whatever the oil
oxidation level; 3) an ethoxyquin supplement is useful to diminish the mortality (as a vitamin

E protector) and to maintain feed consumption and weight gain (as a poly-unsaturated-fatty
acid’s protector).



I. INTRODUCCION.

" " Los aceites de pes;:aido _oonstitu&éri una de las principales fuentes de lipidos en los
alimentos balanceados pai'a las especies marinas cultivadas, en particular el camarén.

El cultivo de camardn es una actividad muy importante en México y representa una
alternativa para elevar la produccién de dicho crusticeo, ya qué nuestro pais cuenta con las
caracteristicas para esta actividad (terreno, clima y especies). Las estadisticas de 1994
(Rosenberry, 1994) reportan una produccién por acuacultura de 12 000 toneladas con un
incremento del 33% para México con respecto del aiio anterior.

El alimento generalmente representa el gasto mayor en los sistemas de produccién
de camardn y tiene un impacto directo en la calidad de agua y del producto final; por lo
tanto, para que se lleven acabo com éxito las operaciones comerciales, es necesario
considerar el aspecto nutricional, ya que se requieren de dietas balanceadas de buena
calidad para cubrir los requerimientos nutricionales de las diferentes especies, y obtener una
buena tasa de sobrevivencia, y de crecimiento, asi como para lograr tasas de conversién

6ptimas en la etapa de pre-cria, engorda y de maduracién (Cruz Suarez, 1993).

La eficiencia de los alimentos se determina por numerosos factores de los cuales la
calidad de los ingredientes y la tecnologia de procesamiento de alimentos son de gran

impacto. De las consideraciones quimicas que afectan la calidad de los ingredientes una de

las mas importantes a tomar en cuenta es el aspecto de la rancidez.

La rancidez o deteriodo de grasas y aceites resulta en la formacion de perdxidos,
radicales libres, aldehidos y polimeros de 4cidos grasos y una reduccion adicional del valor
nutritivo de los ingredientes y alimentos. La oxidacion y la formacion de radicales libres
puede rtesultar en una disminucion de la palatabilidad, pésimas tasas de conversion
alimenticia, reduccion del crecimiento, dafio a la salud animal e inmunodeficiencias. La
oxidacién de las vitaminas liposolubles (A, D, E y K) puede también conducir a deficiencias

nutricionales ya que las vitaminas son esenciales para la salud y nutricién animal
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(Subramayan, 1994).

Productos tales como el aceite y las harinas de pescado o subproductos marinos que
son muy utilizados en la elaboracién de alimentos acuicolas son altamente susceptibles a la

oxidacion durante su procesamiento. En México y en paises tropicales donde se realiza el
cultivo de especies peneidas, el almacenamiento del aceite de pescado en las plantas de
alimentos, como el alimento en las granjas, muchas veces se realiza en condiciones que

favorecen la oxidacién. Por otro lado es necesario conocer la suceptibilidad de los
camarones a los productos de la oxidacion.

Los aceites de pescado se caracterizan por su alto contenido en acidos grasos
insaturados (HUFAS -3 y ®-6), los cuales son esenciales para el crecimiento normal y
sobrevivencia, pero a la vez son altamente susceptibles a la oxidacion. Estos 4cidos son
facilmente destruidos durante la rancidez en los alimentos (por la peroxidacién, resultando
en productos téxicos como perdxidos y aldehidos) a menos que sean protegidos por el uso
de antioxidantes efectivos. Se ha demostrado una relacién entre los niveles de acidos grasos
poliinsaturados y la cantidad requerida de vitamina E. Asi mismo, debido a que el acetato
de vitamina E no es un efectivo antioxidante en el alimento es necesario el uso de un

antioxidante adicional. El etoxiquin (ETQ) ha demostrado servir para este propasito.

Diversos estudios demuestran efectos negativos por el uso de aceites oxidados sobre
la salud de los peces; este efecto no es conocido en el camardn blanco, por lo que el
presente trabajo se llevd acabo para determinar el efecto de aceites de pescado con
diferentes grados de oxidacion, de la suplementacién o no con vitamina E y de la utilizacién
de un antioxidante sintético en el alimento sobre la nutricién del camarén blanco Penaeus
vannameiy con estos datos se podran sustentar las bases para el establecimiento de normas

de control de calidad de este ingrediente para el crecimiento 6ptimo de la especie.



Il. ANTECEDENTES

En la presente revision bibliografica, se describen primero el volimen de praduccién,
el proceso de elaboracién del aceite de pescado, el uso de aceite de pescado en nutricién
animal, las necesidades particulares de los organismos acudticos em 4cidos grasos
poliinsaturados, los requerimientos de vitamina E, asi como avances recientes sobre los
mecanismos de enranciamiento de los lipidos, especialmente de origen marino y la
estructura de los principales antioxidantes, para después mencionar algunos estudios sobre

el efecto de la rancidez de aceites alimenticios en peces, y citar unos de los escasos trabajos
realizados sobre este tema en crusticeos.

I.i. LA PRODUCCION

Las capturas mundiales por pesca equivalen a aproximadamente a 101 millones de
toneladas por aiio (Bimbo, 1990 B ). En general, alrededor del 28% de las capturas
mundiales es convertida en harina y aceite de pescado. Las especies convertidas en harina
y aceite de pescado ham sido llamadas de baja utilizacién, no tradicionales o especies
latentes (Bimbo y Crowther, 1992).

Alrededor de 1.5 millones de toneladas de aceite de pescado son producidas
anualmente en el mundo. Los aceites provienen de diferentes especies y de diversas partes
del planeta. De acuerdo con la FAO (1986), la materia prima utilizada para la elaboracién
de harina y aceite de pescado queda incluida en diversas categorias:

1).- Peces capturados especificamente para la elaboracion de harina y aceite tales como el
menhaden, anchoveta y sardina.

2).- Captura incidental de otras pesquerias, ejemplo la fauna de acompaiiamiento del
camardn con un volimen de 5 a 15 millones de toneladas (James, 1989; citado por Bimbo,
1990 B).

3).- Desperdicios de pescado procedentes de las plantas de fileteado, desperdicios de
conservas de pescado, y més recientemente del procesamiento del surimi.

Las tres categorias tienen diversos puntos en comun. Los peces son poco comestibles
o la materia prima es un desperdicio sin valor comestible, y de hecho puede presentarse un

problema potencial para su venta, y la materia prima contiene altos porcentajes de aceite
y huesos (FAO 1986).

I1.2. PROCESO DE REDUCCION DE LA MATERIA HUMEDA.

El procesamiento del pescado para producir aceite y harina de pescado, (exceptuando
la extraccion con solventes), generalmente emplea los mismos principios técnicos y equipo
comiin para la produccion de otras grasas y aceites comestibles. En general, los peces son
procesados por el método de reduccion de la materia hiimeda, en la cual las principales
operaciones som coccidn, premsado, separacion del aceite y emulsion de agua com la
recuperacion del aceite, y secado del material proteinico residual (Bimbo, 1990 A). El
proceso de reduccion de la materia himeda es utilizado en la mayoria de las harineras que
producen aceite de pescado en el mundo. Este proceso es universal, todas las fabricas a lo



largo y ancho del planeta, en tierray en barcos, utilizan equipos con ligeras diferencias, pero

las etapas importantes de coccidn, prensado, separacién y secado estan siempre presentes.
Este proceso puede dividirse en dos partes: el flujo de sélidos y el flujo de liquidos (Bimbo,
1990). A : : ' o T

11.2.1. El FLUJO DE SOLIDOS

11.2.1.1. COCCION

El pescado crudo entra a el proceso por transportadores desde el area de depdsito .
del pescado hacia los cocedores. El propésito de la etapa de coccidn es coagular 1a proteina
de pescado, de manera que los liquidos y sélidos puedan ser separados mecénicamente. Se

produce una ruptura en las células de grasa, liberando el aceite a la fase liquida (Bimbo,
1990 A).

11.2.1.2. EL PRENSADO

El pescado cocido es usualmente transportado a la prensa por un transportador
inclinado de fondo perforado para eliminar el agua de l2 masa cocida. El propésito del

prensado es separat, tanto como sea posible, la fase liquida de los s6lidos contenidos en el
pescado cocido (Bimbo, 1990 A).

11.2.1.3. SECADO

El pescado prensado es secado para producir harina de pescado. El secado reduce

el contenido de humedad de manera que la harina de pescado es estable a la
descomposicién microbioldgica (Bimbo, 1990).

11.2.2. EL FLUJO DE LIQUIDOS

[1.2.2.1. TRATAMIENTO DE LOS LIQUIDOS DE PRENSADO

Los liguidos de prensado, es decir los eliminados en el transportador de fondo
perforado y en la premsa, estan constituidos por una mezcla de agua, aceite y solidos. La
composicion tipica de un liquido de prensado podria ser la siguiente: 79 % de agua, 6 %
de sélidos y 16 % de aceite. Los solidos estin constituidos por sustancias disueltas y
materiales en suspension. El propdsito de esta parte del proceso de elaboracién consiste en
separar lo mejor posible el aceite de la fraccion acuosa y concentrar, por un procedimiento

econdmico, los sdlidos disueltos en el agua, para posteriormente afadirlos de nuevo al
producto acabado (Windsor y Barlow, 1984).

11.2.2.2. DECANTACION

La primera operacién consiste, generalmente, en filtrar el liquido de prensado para
eliminar las particulas sélidas de mayor tamafio. Seguidamente se pasa el liquido a una
centrifuga de decantacién o eliminador de limos para separar los sélidos de menor tamafio
que se hallan en suspension. El decantador consiste en un rotor cilindrico que posee
interiormente un transportador cilindrico. La fuerza centrifuga ejercida obliga a el liquido
a trasladarse a la periferia del rotor, atravesandolo y pasando a la cara exterma. El



transportador de tomnillo rueda con el rotor, pero a una velocidad ligeramente inferior y
retira de forma continua los sélidos de a superficie. El decantador se halla dispuesto de tal
forma que estos sdlidos se van eliminando continuamente por un extremo mientras que por
el otro (con poca proporcion de sélidos en suspension) se elimina el liquido clasificado. Los
sélidos pueden ingresar en el proceso y desecarse conjuntamente con la torta de prensado.
Seguidamente el liquido de prensado se separa en dos fracciones: el aceite y la fraccién
acuosa conocida como agua de cola (stick water) Windsor y Barlow (1984).

11.2.2.3. SEPARACION

La separacion del aceite y el agua de cola se realiza mediante una centrifuga continua
generalmente del tipo de discos verticales. En ellas se produce una acumulacién de limos
cuya descarga periddica puede programarse. La centrifuga contiene una serie de discos
conicos perforados, superpuestos a una distancia entre ellos de 0.5 a 2 mm, de forma que
el liquido pueda asi atraversarlos. El liquido a centrifugar penetra por el centro en la
centrifuga. Los aceites, menos densos, permanecen en €l y salen por el otro extremo
mientras que el agua de cola es desplazada hacia los conos. La separacién de los conos

puede ajustarse y esto permite mejorar la separacion de las dos fracciones (Windsor y
Barlow, 1984).

11.2.2.4. PURIFICACION

La dltima operacién consiste en la "purificacion” (abrillantado) del liquido obtenido
que se realiza en otras centrifugas, para eliminar por completo los sélidos y la fraccion
acuosa, que provocarian una rapida alteracion del aceite durante su almacenamiento. Para
ello se aifiade al agua caliente y se centrifuga controlando cuidadosamente la temperatura
ya que la densidad y la viscosidad del aceite dependen de ella de gran manera. Para ésta
operacién resulta adecuada la temperatura de 95 °C. El aceite purificado por este
procedimiento se almacena a continuacién en tanques limpios y secos siendo esta iltima

operacién que siguen los aceites en una fibrica de harina de pescado (Windsor y Barlow,
1984).

IL3. UTILIZACION DE ACEITE DE PESCADO EN LA NUTRICION ANIMAL

Los aceites de pescado han sido utilizados en alimentos para animales por muchos
afios. Tienen efectos promotores de crecimiento, son una fuente de emergia barata, y
frecuentemente contienen cantidades significativas de vitaminas A y D. Son utilizados
ademas por el beneficio de su amplio espectro de 4cidos grasos (Karrick, 1990). Los
coeficientes de digestibilidad de los aceites marinos reflejan su valor alimenticio y promotor
de crecimiento; anilisis de diferentes laboratorios sobre diferentes animales reportan altos
valores de digestibilidad para los aceites de pescado (Artman 1964; Deuel 1954; Leoschke

1959; Reder 1942; citados por Karrick, 1990).

I1.3.1. VITAMINAS LIPOSOLUBLES

Muchas especies de peces almacenan gran cantidad de vitaminas A y D en sus
higados. Las cantidades de estas vitaminas varian ampliamente, no solo entre las diferentes



especies (Bill et al. 1935; citado por Karrick, 1990), si no también en peces de una misma
especie. Esta variaciéon en una misma especie depende de la edad, sexo y tamaiio. El aceite

- de menhaden por ejemplo, contiene entre 200—500 unidades de vitamina A por gramoy 50-
100 unidades de vitamina D por grame.

Los aceites de pescado contienen una cantidad variable de vitamina E. Einset y
colaboradores (1957; citados por Karrick 1990) reportaron las siguientes cantidades en
aceites comerciales: arenque 140, menhaden 70, y atun 160 microgramos por gramo de
aceite. La variacion del contenido de vitamina E, quiza explique parcialmente las diferencias
en la estabilidad de varios aceites. La vitamina E no es un antioxidante quimico pero juega
un rol in vivo en la proteccién intracelular (Privett y Cortesi 1972; citado por Karrick, 1990).
Adecuar la cantidad de vitamina E es critico en las dietas debido a las enfermedades que
resultan de las deficiencias y porque altos miveles de acidos grasos poliinsaturados
incrementan los requerimientos de vitamina E para algunos animales. El efecto protector
de la vitamina E en los animales esta relacionada a la forma dietética del tocoferol, asi

como a la presencia o ausencia de selenio y 4cido ascorbico (vitamina C) (Halver, 1985;
citado por Karrick, 1990).

Muchas especies de animales desarrollan distrofia muscular nutricional debido a
deficiencias de vitamina E. Las diferencias entre las especies son aparentes y los
requerimientos para vitamina E entre las especies estan relacionados a la poliinsaturacién
de las grasas en las dietas. Martill y Golumbic (1942, citado por Karrick, 1990) establecieron
que la distrofia muscular inducida por el aceite de higado de bacalao fué la misma distrofia
muscular nutricional producida en animales por falta de vitamina E. Matll (1938, 1940;
citado por Karrick, 1990) previamente habia cuestionado la accion toxica directa del aceite
de bacalao y demostrd que la vitamina E fué oxidada en presencia de acidos grasos

insaturados sometidos a oxidacién. La vitamina E puede prevenir la distrofia muscular en
peces (Halver, 1989; citado por Karrick, 1990).

Una de las investigaciones mas importantes sobre el requerimiento de vitamina E del
camarén blanco Penaeus vannamei fué realizada por He et al. (1992) al alimentar a
postlarvas de P. vannamei de 40 mg de peso promedio durante ocho semanas con dietas
semipuras deficientes en vitaminas 1) A, 2) D, 3) E, 4) K y un control (suplementada con
todas las vitaminas), se observé que después de 14 dias los camarones alimentados con dieta
deficiente en vitamina E presentaron una tasa de sobrevivencia y de crecimiento
significativamente menor que el control, la mayoria de los camarones alimentados con esta
dieta presentaron obscurecimiento del hepatopéancreas lo cual no se observé en otros
tratamientos, estos resultados demostraron la esencialidad de la vitamina E para el camaron.
En otro experimento He y Lawrence (1993), alimentaron a postlarvas (PL5-6) de P.
vannamei de 0.14 g de peso promedio con dietas semipuras con diferentes niveles de
vitamina E: 0, 25 50, 100, 200, 400 y 600 mg/kg de dieta de vitamina E, no suplementadas
con aptioxidante sintético y otra dieta conteniendo sélo 16 mg/kg de dieta de BHT sin
vitamina E, durante ocho semanas; se encontrd que el nivel de vitamina E de 100 mg/kg de
dieta fué satisfactorio para dar un buen crecimiento y una minima peroxidacion de los



lipidos de las biomembranas estimulada por el 4cido ascérbico. En este experimento no se
encontraron signos de deficiencia de vitamina E como baja sobrevivencia y obcurecimiento
del hepatopéncreas como se habia encontrado en previos estudios.

11.3.2. ACEITES DE PESCADO EN DIETAS PRACTICAS

Todos los animales pueden utilizar aceites de pescado de buena calidad como fuente
de energia y para crecimiento cuando los aceites son incluidos en dietas balanceadas
adecuadamente fortificadas con vitaminas. Los aceites son igualmente adicionados como una
alternativa para cambiar la composicién de 4cidos grasos en la grasa de los productos
terminados. La cantidad y calidad del aceite y las condiciones de alimentaci6n de los
apimales deben ser controlados para evitar el desarrollo de sabores indeseables o malos
productos después que se han almacenado en congelacidn. Esto no sélo se aplica al aceite
sino también a los productos de las pesquerias como las harinas de pescado (Karrick, 1990).

Por otra parte los aceites de pescado al ser una fuente pura de lipidos, mejoran el
rendimiento de produccién en la tecnologia de los alimentos, ya que reducen los finos,
sirven como atrayentes y pueden afectar la textura del alimento (Akiyama, 1989; Tacon,
1987). Los niveles recomendados para los lipidos en dietas comerciales para camarén, varian

de 6 a 10 %, ya que a niveles superiores se han observado bajos crecimientos y altas
mortalidades.

I1.4. REQUERIMIENTOS DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES

Debido a que los animales no tienen la capacidad metabdlica para sintetizar de novo,
acidos grasos de las series linoleica (w-6) y linolénica (w-3), dichos fcidos deberan ser
incorporados en forma ya elaborada a la dieta. En el caso de animales terrestres, se ha
encontrado que las series linoleicas (w-6) muestran la mayor actividad de acidos grasos
esenciales, mientras que las series linolénicas (@-3) tienen una actividad parcial de acidos
grasos esenciales. Consecuentemente los fcidos grasos poliinsaturados que predominan en

los tejidos de animales terrestres pertenecen a la serie linoleica, a saber 18:2 w-6 (4cido
linoleico) y 20:4 w-6 (4cido araquiddnico) (Tacon, 1989).

Por el contrario, los acidos grasos poliinsaturados més abundantes en los tejidos de
peces y crustaceos, tanto para especies dulceacuicolas como marinas, pertenecen a la serie
linolénica(w-3). Mientras que los 4cidos grasos poliinsaturados de Ja serie linoleica(w-6) se
presentan a una concentracion mas baja; sin embargo, en especies dulceacuicolas se han
reportado niveles mayores de la serie linoleica(w-6). Quizis esto no sea sorprendente si se
considera que las dietas de peces de agua dulce contienen elementos derivados a partir de
fuentes terrestres, que consecuentemente son ricas en 4cidos grasos de las series linoleica
(-6). De manera general se considera que los acidos grasos de las series linolénicas (»-3),
permiten un grado mayor de insaturacién, requisito indispensable para una mayor finidez
de membranas, flexibilidad y permeabilidad a bajas temperaturas. De hecho, se piensa que
el requerimiento dietético (preferencial) de los peces, para la serie linolénica(w-3) de acidos



grasos esenciales, sobre la serie linoleica (w-6) se debe fundamentalmente a la baja
temperatura de su medio acuético (en comparacion de los mamiferos). Entre mas baja sea

la temperatura, mayor sera la incorporacién de é4cidos grasos poliinsaturados de las series
linolénicas (w-3) en los tejidos (Tacon, 1989).

Las principales funciones de los 4cidos grasos esenciales (AGE) estan asociados a su

papel como componentes de fosfolipidos y precursores de prostaglandinas. Los acidos grasos

linoleico (18:2w-6), linolénico (18:3w-3), eicosapentaenoico (20:5®-3) y docosahexaenoico
(22:6 w-3), son considerados como esenciales para el camarén; en P. japonicus los acidos

eicosapentaendico y docosahexaendico mostraron ser mas efectivos como esenciales que el

linoleico y linolénico, debido posiblemente a la limitada capacidad de coaversion del
camar6n (Kanazawa et al. 1977, 1979).

Los aceites provenientes de peces marinos, camarones y moluscos, son fuentes ricas
de 4cidos grasos esenciales de las series linolénicas (@-3); ejemplos de aceites cuyo contenido
en dcidos eicosapentaenoico (20:5 w-3) y docosahexaenoico (22:6 w-3) representa mas del
20% del total de acidos grasos, incluyen el aceite de higado de bacalao, aceite de sardina,
el aceite de barrilete, aceite de cabeza de camarén y aceite de higado de calamar (Tacon,
1989). Los niveles recomendados de 4cidos grasos en dietas comerciales para camarén son

de 0.4 % para cada uno de los siguientes: 18:2w-6, 18;3w-3, 20:50-3 y 22:6 -3 segin Akiyama
(1991).

I1.5. MECANISMOS DE ENRANCIAMIENTO DE LIPIDOS

A raiz de que se utilizan cantidades importantes de harina y aceite de pescado en

alimentacion de peces y crusticeos, la oxidacion y rancidez de los lipidos de pescado han
sido de mayor interés.

La composicion de lipidos en el aceite de pescado se caracteriza por altos niveles de
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (C20 y mayores) de la familia de los 4cidos

linolénico (n-3), los cuales en los camarones cumplen funciones de cidos grasos esenciales
(Tacon, 1989).

Debido a la presencia de dobles ligaduras, los acidos grasos poliinsaturados son muy
susceptibles a la oxidacion, la cual cuenta con 3 pasos principales: iniciacién, propagacién
y terminacién (Badui Dergal, 1993). La reaccion de iniciacion es catalizada principalmente
por la presencia de metales, oxigeno, luz y temperatura. En términos generales, siempre se
requiere de algin agente catalizador para efectuar este primer paso. Durante ]a etapa de

iniciacion, se sustrae uno de los atomos de hidrogeno adyacente a la doble ligadura,
formandose un radical libre al cual el oxigeno se puede unir facilmente:

Iniciacidn RH

— R* + H  radical libre
Propagacion R*~  + 0O,

-  ROO”’ Radical hidroperéxido
ROO" + RH —  R’'+ROOH Hidroperdxido



Terminacién R° + R°

- RR Compuestos muy estables
R°  + ROO" ~  ROOR
ROO" + ROO- - ROOR + 0,
RO" + R’ - ROR
2RO" + 2RO0O" —  2ROOR + O,

En la etapa de propagacion, la adicién de una molécula de O, a cada radical libre
genera la formacién de otro radical libre y de una molécula de hidroperéxido. La formacion
de radicales libres perdura asi hasta agotar los 4cidos grasos poliinsaturados mientras se
acumulan los hidroperdxidos, substancias muy inestables y reactivas. La oxidacién es
amplificada con la presencia de compuestos que contienen hierro o cobre, como lo es parte
del miésculo rojo de la carne, asi como los implementos utilizados durante el procesamiento.

En la etapa de terminacién, los radicales libres de 4cidos grasos e hidroperéxidos se
asocian o se rompen para dar compuestos no radicales estables, entre los cuales estan los
aldehidos y cetonas de bajo peso molecular, responsables del "olor a rancio “.

Los principales problemas implicados por la oxidacién de los acidos grasos de los
lipidos de pescado son: disminucién del valor nutricional de los lipidos, debido a que los
dcidos grasos poliinsaturados cumplen funciones de 4acidos grasos esenciales y su
disponibilidad se ve reducida; destruccion de las vitaminas liposclubles, especialmente la
vitamina E y la vitamina A; generacion de hidroperdxidos, sustancias reactivas que causan
degradaci6én de proteinas y aminoécidos.

Los efectos in vifro que ejercen los hidroperéxidos sobre las protefnas son: la pérdida
de la actividad enzimatica; pérdida de la solubilidad de la proteina debido a la formacién
de complejos y agregados; ruptura de las cadenas, y pérdida de algunos aminoacidos
especificos, como la cisteina, lisina, histidina y metionina. Los radicales libres producidos por
los hidroperéxidos no rompen los enlaces disulfuro de las proteinas, pero si generan
radicales de azufre a partir de proteinas con grupos sulfthidrilos libres (Badui Dergal, 1993).
Todo esto lleva a que los aminoacidos presentes en un alimento no sean disponibles para

el organismo; logrando con elio que todo el alimento tenga un pobre valor nutritivo, y
genere un pobre crecimiento para el organismo que lo consume.

I.6. MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIOXIDANTES

La oxidacidén de los aceites de pescado se puede retardar de diversas maneras; uno
de los métodos mas comunes de controlar la oxidacion es mediante el uso de diferentes
antioxidantes, los cuales pertenecen a varias categorias fundamentales: secuestradores de
oxigeno (4cido ascorbico y ascorbil palmitato), queladores de metales (acido citrico, EDTA,
aminoécidos), y donadores de protones. A este Gltimo grupo pertenece el etoxiquin (ETQ)
y los antioxidantes fendlicos: tocoferoles naturales y sintéticos, butilhidroxianisol (BHA),
butilhidroxitolueno (BHT), galato de propilo y terbutilhidroxiquinona (TBHQ). Estos
compuestos tienen una estructura quimica comiin consistente en un anillo aromatico



insaturado y grupos hidroxilo que funcionan como donadores de hidrégeno. La presencia
del grupo hidroxilo en el anillo aromdtico del fenol es necesana para que estos compuestos
tengan actividad antioxidante. Los donadores de hidrégeno ( antioxidantes primarios) actian
en los pasos de iniciacién y propagacién de la oxidacién, modificando la actividad de los
radicales acido gfaso o hidroperéxidos, segin e} mecanismo siguiente:

AH + ROO" | -~ A"+ ROOH
AH +. R - A+ RH
AH 4+ RO - A+ ROH

El radical A" que se forma es relativamente estable y no reacciona con los lipidos,
sufre una reaccion de paro, que conduce a la formacién de productos no radicales:

A’ + A - Productos no radicales
A’ + X —

Producos no radicales

Estas sustancias antioxidantes disminuyen el niimero de radicales libres y por lo tanto
bajan la velocidad de oxidacién y prolongan el periodo de induccién de la oxidacién

(Cheftel, 1976); se consumen en la reaccion y por lo tanto, la estabilidad del lipido siempre
va a depender de la canfidad residual del aditivo que contenga.

Sin embargo, existe un sinergismo entre las diferentes clases de antioxidantes, lo que
permite bajar la dosis de aplicacién. El sinergismo ocurre en la combinacién de
antioxidantes preventivos (queladores de metales, secuestradores de oxigeno) y curativos

(donadores de protones que bloquean la propagacién de la reaccion), pero también entre
mismos donadores de protones; por ejemplo:

-acido citrico con galato de propilo

-acido ascorbido (vitamina C) con a-tocoferol (vitamina E)
-BHA con BHT.

En el caso de la asociacién de las vitaminas C y E, se ha demostrado in vitro que la
vitamina E inactiva a los radicales dcido graso y peréxido méas rapido que la vitamina C,
pero el resultante radical libre de alfatocoferol es regenerado por la vitamina C; resultando

en la conservacion del nivel de alfa tocoferol, mientras se agota el acido ascorbico (Niki,
1987; en Papas, no publicado).

Los tocoferoles también tienen un marcado sinergismo con los fosfolipidos,
especialmente la fosfatidiletanolamina (FE) (la presencia de FE permite duplicar la duracién
de la etapa de induccion), aunque los fosfolipidos solos no tengan ningin efecto
antioxidante (al contrario, sus propios 4cidos grasos poliinsaturados son perfectamente
susceptibles de oxidarse) (Ohshima et al. 1993). Esta actividad sinergética de la FE con los
tocoferoles se desarrolla a través de reacciones de Maillard del residuo etanolamina de la
FE con algunos productos de oxidacién (cadenas carbonadas) de los 4cidos grasos poli-
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insaturados, y es favorecida por altas temperaturas (Fujita et al., 1994).

Otra particularidad de los tocoferoles es su termoestabilidad, que los hace més

remanentes en productos cocidos o fritos (Daugherty, sin afio), y por ejemplo en alimentos
peletizados o extruidos.

IL7. EFECTO DE LA RANCIDEZ EN ALIMENTOS PARA PECES

El uso de alimentos rancios puede resultar en una disminucién del consumo ( pérdida
de palatibilidad), bajos crecimientos, deficiencias nutricionales, disminucién de las defensas
naturales y aumento de la incidencia de enfermedades (New, 1990; Obach y Baudin
Laurencin, 1992).

El efecto de aceites oxidados de pescado en carpas Cyprinus carpio ha sido estudiado
en Japon (Hashimoto et al. 1966, Watanabe et al. 1966; citados por Opstvedt, 1985),
alimentando carpas (3 a 5 g) con 10 % de aceite oxidado (valor peréxido 150 meq/kg) de
pescado, suplementadas o no con acetato de a-tocoferol o antioxidantes sintéticos, en dietas
bajas en grasas, durante 120 dfas. Las carpas alimentadas con el aceite oxidado sin la
suplementacién de acetato de a-tocoferol, presentaron un ritmo de crecimiento reducido y
aumento de la mortalidad, lo que fué contrarestado con la adicién de 25 mg de acetato de
a-tocoferol por kg de dieta, pero no con el antioxidante sintético. Pareceria asi que los
lipidos de pescado que estan oxidados (es decir valor peréxido mayor a 50 meq/kg lipido)
son toxicos para los peces ain a niveles bajos en las dietas que no contienen acetato de a-
tocoferol. Sin embargo, cuando las dietas contienen a-tocoferol (es decir 25 mg de acetato
de a-tocoferol/kg mas antioxidantes sintéticos) afin aquellos lipidos extremadamente
oxidados (es decir, més de 100 meq/kg de V.P.) no parecen presentar efectos nocivos.

Se estudid el efecto del aceite oxidado de pescado en la alimentacién de bagres de
canal Ictalurus punctatus por Murai y Andrews (1974). Es un experimento disefiado
factorialmente; el aceite de pescado oxidado a un valor perdxido de 60 meq/kg aceite fué
agregado en niveles de 0, 1 0 10 % a las dietas semipuras que contenian niveles variables
de acetato de a-tocoferol (dosis de 0, 25 y 100 mg/kg) o etoxiquinin (dosis de 0y 125
mg/kg). Los bagres alimentados con aceite oxidado de pescado, basta en una tasa de 1 %,
sin acetato a-tocoferol o etoxiquinin, presentaron una reduccion del ritmo de crecimiento,
eficiencia en la conversion de alimentos, aumento de la mortalidad y exhibieron sintomas
de deficiencia de vitamina E. Los efectos toxicologicos del aceite oxidado, se evitaron
totalmente mediante la adicién de 25 ppm de acetato de a-tocoferol, mas 125 ppm de
etoxiquinin o mediante 100 ppm de acetato de a-tocoferol, pero no con etoxiquinin sola.

Los efectos del aceite de pescado oxidado en dietas para trucha arcoiris Salmo
gairdneri han sido estudiados en Canada. Hung y Slinger (1980) en dos experimentos
administraron aceite de pescado levemente oxidado (valor peréxido = 25 meqg/kg aceite) o
aceite de pescado moderadamente oxidado (valor peréxido = 51 meq/kg aceite) a truchas

de 150 g, y aceites altamente oxidado (valor peréxido = 120 meq/kg aceite) o
extremadamente oxidado (valor peréxido = 314 meqg/kg aceite) a truchas de 258 g
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respectivamente. Se utilizé como control un aceite de pescado fresco, no oxidado (VP = 6
meq/kg aceite). Los aceites fueron agregados a un nivel del 7.5 % a dietas practicas
peletizaaas que contenian un 20 % de harina de pescado de capelina, 33 mg de acetato de
a-tocoferol por kg de dieta, a excepcion de una dieta que contenia aceites de pescado
extremadamente oxidados a la cual no se le agregé acetato de a-tocoferol. Después de 24
semanas con esta alimentaciéon no se observaron diferencias entre las truchas alimentadas
con aceites frescos u oxidados suplementados con acetato de a-tocoferol, con respecto a
incremento de peso vivo, eficiencia de la conversién alimenticia, mortalidad, valores
hematolGgicos o concentracion de ascorbato en el higado. Las truchas alimentadas con
aceite de pescado extremadamente oxidado sin suplemento de acetato de a-tocoferol, habian
aumentado su mortalidad y reducido los valores hematoldgicos y contenido de ascorbato en
el higado en relacién a las truchas alimentadas con la dieta control. En este estudio, el

aceite oxidado no afecté la tasa de crecimiento, ni la eficiencia de la conversién de
alimentos.

En un estudio diferente, Hung et al (1981a) alimentaron con aceites de pescado
fresco (valor peréxido = 7 meq/kg de aceite), ligeramente oxidado (valor perdxido = 25
meq/kg) o moderadamente oxidado (valor peréxido = 50 meq) a truchas de 2.5 g durante
24 semanas. El aceite fue agregado a un nivel de 7.5 % a dietas practicas peletizadas que
contenian 20 % de harina de capelina, y 33, 66 y 99 mg de acetato de a- tocoferol por kg
de dieta, respectivamente. Los resultados no revelaron diferencias significativas entre el
aceite fresco y el oxidado con respecto al incremento de peso vivo, eficiencia de la
conversién alimenticia, composicion del cuerpo, valores hematoldgicos y actividad de la
enzima glutatién peroxidasa en el plasma. Sin embargo, el aceite moderadamente oxidado
redujo la concentracidn de a-tocoferol en el higado, lo que se debié aparentemente a la

reduccion del contenido de vitamina E en las dietas después de su peletizacion y
almacenamiento.

Un tercer estudio de Hung et al (1981b) consistio en suministrar aceite de pescado
fresco (valor peréxido = 5 megq/kg aceite) u oxidado (valor peréxido =120 meq/kg aceite)
a truchas de 2 g durante 24 semanas, con dos niveles de acetato de a-tocoferol (0 y 33
mg/kg dieta) o dos niveles de etoxiquin (0 y 120 mg/kg) en un experimento disefiado
factorialmente. El aceite de pescado fue agregado a dietas practicas peletizadas que
contenian un 20 % de harina de capelina. Dietas conteniendo aceite oxidado redujeron el
contenido de a-tocoferol basal y de acidos grasos poliinsaturados en las dietas después de
24 semanas de almacenamiento. Las truchas alimentadas con aceites oxidado de pescado sin
suplementacién de acetato a-tocoferol presentaron aumento de la mortalidad y reduccién
del nivel de vitamina E, lo cual no se contraresté con la suplementacion de etoxiquinin con
excepcion de una leve mejoria en la mortalidad. La suplementacién de 33 mg de de acetato
de a-tocoferol evitd los efectos toxicoldgicos del aceite oxidado de pescado. La alimentacidn
de aceite oxidado de pescado no produjo efectos en la tasas de crecimiento, eficiencia de
la conversion alimenticia o en la actividad de la enzima glutation peroxidasa en el plasma
a presencia de suplementacion de acetato de a-tocoferol o etoxiquinin.
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11.9. EFECTO DE LA RANCIDEZ EN ALIMENTOS PARA CAMARON

La importancia de la rancidez en la nutricién del camarén ha sido demostrada por
De la Cruz et. al. (1989), quienes estudiaron el efecto de la temperatura de almacenamiento
sobre el valor alimenticio de un alimento experimental formulado para Penaeus monodon.

Estos autores compararon ¢l crecimiento de camaromes recibiendo alimentos
conservados durante 10 semanas a 0°C, 10°C, temperatura ambiente (28-31°C) y 40°C. Los
alimentos contenian 45% de proteina cruda, 17.6% de grasa cruda (de fuentes marinas
principalmente), una forma no estabilizada de vitamina C y ningin otro antioxidante ni
conservador.

En 10 semanas los camarones crecieron 2 veces mas con alimento conservado a 0 o
10 °C que con el alimento almacenado 2 40°C. El alimento mantenido a temperatura
ambiente también di6 un crecimiento inferior al de los alimentos conservados en
refrigeracion. Esos efectos fueron detectables ya en la cuarta semana de experimento. El
aumento en la temperatura de almacenaje también se acompaiié de una reduccion en la
sobrevivencia, una reduccién de la tasa de eficiencia alimenticia y 1a aparicién de lesiones
de necrosis de las células del hepatopéancreas. De la Cruz et al. observaron un aumento en
el valor de perdxidos de las dietas almacenadas a temperaturas arriba de 10°C y

recomiendan no mantener los alimentos a temperaturas ambientales tropicales durante més
de 15 dias.

El interés de este trabajo fue subrayado por New (1990) quien observa que esta
tltima recomendacion parece dificilmente alcanzable a nivel comercial, ya que los alimentos
son almacenados por el fabricante y el distribuidor antes de la venta, asi como por el
comprador en su granja, pero lo importante es usar ingredientes de calidad, vitaminas
estabilizadas, conservadores y antioxidantes en los alimentos para camardon.

Recientemente, Koshio et al (1994), estudiaron en el camardn P. japonicus el efecto
de niveles leves de oxidacién de lipidos, frecuentemente obtenidos en la practica comercial
en razén del proceso de fabricacién y del almacenamiento a temperaturas tropicales; esos
autores oxidaron muestras de aceite de pescado, de calamar y de maiz por burbujeo de aire
a la temperatura de 40°C hasta obtener niveles de peréxidos crecientes con un maximo de

45 meq/Kg.

Un primer experimento se realizd sobre el periodo de desarrollo larval, incorporando
los aceites al 10% en dietas microparticuladas. Esas dietas eran constituidas de sustancias
purificadas (caseina, almidén, etc.) y suplementadas al 1% con écidos grasos poliinsaturados
en w-3. Las larvas alimentadas con aceites oxidados alcanzaron el estadio postlarval (PL 1)
mas tarde: el porcentaje de PL1 a los 10 dias fue de 67% con el aceite de pescado fresco
( valor de perdxido de 1.7 meq/Kg) contra 44.5% con el aceite moderadamente oxidado
(VP 38.6 meq/Kg). El comportamiento de las larvas fue afectado(actividad natatoria débil)
y su longitud fue significativamente reducida por el grado de oxidacion de los aceites (4.1
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+ 0.2 mm para el aceite fresco contra 3.6 + 0.2 mm para el aceite de pescado oxidado).

Un segundo experimento consisti6 en alimentar juveniles de peso inicial 0.19 g
durante 30 dias, con dietas conteniendo 10% de los aceites experimentales, sin
suplementacién en 4cidos grasos poliinsaturados. Se usaron aceites de maiz y pescados con
valores de peréxidos crecientes de 0.6, 29.9, 44.3 y 1.9, 35.3, 45.8 meq/Kg respectivamente.

El porcentaje de los acidos grasos de la serie linolénica en los lipidos neutros de las
dietas era mucho mayor para las dietas con aceite de pescado (13-16%) que con aceite de
maiz (0.4-0.6%), y la oxidacion del aceite generd una disminucién sensible del porcentaje
de acidos grasos 20:5 -3y 22:6 @-3 en los lipidos neutros. Al contrario, el porcentaje de esos

dcidos grasos queddé muy bajo en los lipidos neutros de las dietas con aceite de maiz, a
cualquier nivel de oxidacién.

En lipidos polares, la oxidacién disminuy6 el nivel de dcidos grasos -3 tanto en la
dieta con aceite de pescado, como de maiz.

Al final del experimento el peso promedio como la sobrevivencia y la conversion
alimenticia fueron més afectados por el tipo de aceite (maiz contra pescado) que por el
grado de oxidacion. En dietas con aceite de pescado, solo el grado de oxidacién moderado

(PV 48.8 meq/kg) logré disminuir de manera sigpificativa la tasa de eficiencia alimenticia
en larvas.

Los autores concluyen que los niveles criticos de perdxidos serian de 13 a 35 meq/kg
respectivamente para larvas y juveniles de P. japonicus. Es importante subrayar que este
experimento se llevé a cabo con férmulas a base de ingredientes puros, muy alejadas de
fé6rmulas comerciales, y por lo tanto, no se pueden aplicar directamente esas
recomendaciones debido a que generalmente no se utilizan ingredientes puros en la
fabricacion de alimentos balanceados.
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UI.- OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

1 Determinar el efecto de los lipidos oxidados, de la suplementacién con vitamina
"E" y del uso de un antioxidante sintético sobre la calidad nutricional de un alimento
para camaron.

2 Relacionar 1a calidad nutricional de aceites y alimentos para camarén con los
indicadores del grado de oxidacidn: valor peréxido, niimero de 4cido tiobarbitiirico y
valor anisidina.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1 Determinar indices del grado de oxidacién en un aceite de pescado sometido a
oxidacién creciente y en los lipidos de las dietas experimentales después de la
peletizacién y almacenamiento.

2 Estudiar la estabilidad de la vitamina "E" y de los 4cidos grasos -3, w-6 en el
aceite de pescado sometido a oxidacién creciente y en los lipidos de las dietas
experimentales después de la peletizacién y del almacenamiento.

3 Determinar el efecto nutricional, toxicologico € histopatologico de aceite de
pescado con diferentes grados de oxidacién en alimentos para camarén blanco Penaeus
vannamei.

4 Determinar el efecto nutricional, en camarén, de la suplementacién con vitamina
"E" en las dietas experimentales con aceite de pescado fresco y oxidado.

5 Evaluar el efecto nutricional, en camarén, de un antioxidante sintético
suplementario como estabilizador de la vitamina "E" y de los lipidos dietéticos.
IV.- HIPOTESIS
Los aceites de pescado oxidados disminuyen el crecimiento, aumentan la tasa de

conversion alimenticia, aumentan la mortalidad, reducen el contenido de vitamina "E" y
causan histopatologia en el camardn blanco (Penaeus vannamei).
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V.- MATERIAL Y METODO

V.1. ACEITE DE PESCADO EXPERIMENTAL

Para determinar el efecto del grado de oxidacién de aceite de pescado, sobre Ia
nutricién del camarén blanco Penaeus vannamei, se adquirié un lote de aceite de pescado
fresco, libre de antioxidante, de menhaden (Brevoortia tyrannus) de calidad certificada (Tabla
No. 1y 2) proporcionado por Mr. Anthony P. Bimbo, Director of Applied Development,
de Zapata Proteins Inc., Menhaden Oil Refinery, Reedville Virginia U.S.A.

Tabla No. 1.- ESPECIFICACIONES DEL ACEITE DE PESCADO (MENHADEN)
EXPERIMENTAL.

Acidos grasos libres 0.50 % Max

Valor Iodo 175-200

Humedad e impurezas 0.50 % Max
Color, Gardner 8 Max
Heat Bleach Color 6 Max

Valor perdxido, meg/kg 10 Max

Tabla No. 2.- COMPOSICION TIPICA DE ACIDOS GRASOS (%) DEL ACEITE
DE PESCADO (MENHADEN) EXPERIMENTAL.
C14:0 6.85 C20:0 0.17
C15:.0 0 .46 C20:1 1.48
C16:0 14.83 C20:2 0.18
C16:1 9.74 C20:3 0.37
C16:2 1.62 C20:4 2.09
C163 1.51 C20:5 14.16
C16:4 1.53 C21:5 0.76
C17:0 0.38 C22:0 0.10
C18:0 2.55 C22:1 0.33
C18:1 9.58 C22:4 0.24
C18:2 1.93 C22:5 2.82
C18:3 1.48 C22:6 10.26
C18:4 3.09 C24:0 0.60
C19:0 0.00 C24:1 0.22
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V.1.1. OXIDACION ACELERADA Y CONTROLADA DEL ACEITE -
EXPERIMENTAL. .

~ Este aceite fué sometido a oxidacién controlada y acelerada con el método del
oxigeno activo (A.O.M., método oficial AOCS Cd. 12-57, 1989; ver anexo I) en el
laboratorio de nutricién del programa Maricultura en la F.C.B. de 1a U AN.L.

El proceso de oxidacion se llevo a cabo 7 veces en 6 tubos con 25 ml de aceite cada

uno, para completar un litro de aceite medianamente oxidado; s¢ procedid de igual manera
para obtener un litro de aceite altamente oxidado.

V.1.2. EVALUACION QUIMICA DEL GRADO DE OXIDACION DEL ACEITE.

Se realizaron cinéticas de oxidacién del aceite de pescado para conocer su
comportamiento al someterlo a oxidacién creciente, monitoreando el desarrolio de la
oxidacion con las técnicas: ' V.P., # de T.B.A.y V.A.,

Se tomaron muestras del aceite de pescado con tres niveles de oxidacion: fresco,
medianamente oxidado y altamente oxidado definidos de acuerdo al modelo de Hung et al.,
1980 y 1981. Después de la oxidacién se aifiadié a los aceites de pescado 130 mg de
etoxiquin (ETQ) por kg con el fin de detener el curso de la oxidacién y se almacenaron en
refrigeracion para las determinaciones quimicas.

Los anélisis de V.P., # de TBA y V.A. se realizaron en el laboratorio del programa
Maricultura de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de Nuevo
Le6n.

Muestras de aceite fresco, medianamente oxidado y altamente oxidado fueron
enviadas al laboratorio de RALSTON-PURINA en St. Louis Missouri U.S.A. para el
analisis de acidos grasos libres, valor peréxido y # de T.B.A., a Zapata Proteins, Virginia,
U.S.A. para el andlisis de perfil de dcidos grasos en cada una de las muestras (Analizadas
por Mrs. Gloria Seaborn of the U.S. Dept. of Commerce, National Marine Fisheries Service
Lab. in Charleston, South Carolina, U.S.A.), y al Dr. William Shermer del laboratorio de

NOVUS Intermnational, Inc., para el anélisis de ETQ residual, valor peréxido y contenido de
vitamina E.

V.2. INGREDIENTES EXPERIMENTALES

Para la elaboracion de las dietas experimentales, que incluyen ademas del aceite de
pescado, vitamina E y antioxidante sintético ETQ se adquirieron los siguientes

Debido a que no hay una técnica ideal que correlacione perfectamente bien los
cambios en las propiedades de los lipidos oxidados durante el curso completo de la
oxidacidn, en este trabajo se utilizaron y estandarizaron diferentes técnicas de evaluacién
de la oxidaci6n: indice o valor de peréxidos (V.P., método oficial A.O.A.C. 995.33,

1990); nimero de acido tiobarbittrico (# T.B.A., Yu y Sinnhuber, 1967) y valor anisidina
(V.A,, List el al. 1974) (ver anexo II).
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ingredientes: Harina de pescado (Proesa)
Pasta de soya.
Harina de camarén.
Haripa de trigo. -
Gluten de trigo
Mezcla de vitaminas
Metionina
Monofosfato de sodio - -

Vitamina C (Rovimix Stay C)

Para evitar parcialmente la interferencia generada a partir de lipidos aportados por
los otros ingredientes presentes en la dieta, la harina de pescado y la harina de
camarén fueron desgrasadas por medio del método de Bligh & Dyer (1959), debido a que
estos ingredientes son las fuentes més importantes de lipidos en la dieta, ricas en acidos
grasos suceptibles a la oxidacion, quedando entonces solamente una pequeiia aportacién de
lipidos por el gluten, la harina de trigo y la pasta de soya (alrededor de 10% total de
lipidos en la dieta).

La mezcla vitaminica fué elaborada con vitaminas protegidas (recubiertas), sin
antioxidante, sin incluir en ella a la vitamina E y C, conforme a los requerimicntos
vitaminicos publicados por Akiyama et al. (1991). Esta mezcla vitaminica y la vitamina E fué
proporcionada por el Ing. MsC. Roberto Tellez, Nutriologo especialista en mezclas
vitaminicas de la Cia. Técnicas Nutricionales en Monterrey, Nuevo Leon, México.

El antioxidante sintético etoxiquin (ETQ) fué proporcionado por el Ing. Ricardo Soto

C. Director de la Cia. Quimica Dresen productora de antioxidantes, Ecatepec, Edo. de
México.

V.2.1. ANALISIS QUIMICO DE LOS INGREDIENTES EXPERIMENTALES

A cada uno de los ingredientes se les realiz6: anélisis bromatolégico mediante el
método, descrito por la A.O.A.C. (1990), el cual determina los siguientes parametros:

Parametro Método

Proteina cruda Kjeldahl

Grasa cruda Soxhlet

Ceniza Calcinacién a 600 °C por 2 h
Fibra cruda Filtracién con fibra ceramica
Extracto libre de nitrogeno Por diferencia

Humedad Secadoa 135°C por2 h

V3. DIETAS EXPERIMENTALES

Para establecer la dosis adecuada de suplementacién con ETQ en las dietas se realizd
un ensayo preliminar de elaboracion de alimento experimental.
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V.3.1. ENSAYO PRELIMINAR: DETERMINACION DE PERDIDA DE

ANTIOXIDANTE POR EXTRUSION HUMEDA EN UN ALIMENTO PARA
CAMARON.

OBIJETIVO: Determinar la cantidad de antioxidante que se pierde durante la extrusion de
un alimento experimental para camarén.

MATERIAL:
Ingredientes % de Inclusién
1 Harina de Pescado 16.0 *Estabilizada con 125 ppm ETQ
2 Pasta de Saya 13.0
3 Harina de Camarén 40
4 Gluten de Trigo 5.0
5 Harina de Trigo 53.18
6 Mezcla Vitaminica 0.25
7 Metionina 0.1
8 Aceite de Pescado 6.86 *No estabilizado
9 Fosfato Monosddico 1.6
10 Vitamina C 0.025
11 Antioxidante 0.0105

Molino de carne Tor-Rey modelo 22, Mezcladora Kitchen Aid modelo K45SS.

METODO:

Se mezclaron todos los ingredientes emlistados, excepto el antioxidante para
completar 1 kg de mezcla. Se tomé una muestra de 200 g para el anélisis de antioxidante
residual de los ingredientes de la muestra y los 800 g restantes se estabilizaron con 109 mg
de antioxidante etoxiquin y se juntaron con otros 2 kg de mezcla completa para obtener 2.8
kg de mezcla con una concentracion de etoxiquin estimada a 134 ppm (tomando en cuenta
el etoxiquin residual de la harina de pescado).

De ésta tltima mezcla se tomaron 100 g de muestra para el analisis de etoxiquin y
el resto se extruy6 en el molino de came. Se tomaron muestras de alimento para el anélisis
de antioxidante residual: al inicio, a la mitad”* y al final de extruir la mezcla de ingredientes.
* A Ia mitad del peletizado se observé sobrecalentamiento.

El anélisis de antioxidante residual se realiz6é en la Cia. Quimica Dresen mediante
la extraccién de etoxiquin con acetonitrilo, cuantificado por colorimetria comparandolo con
estandares preparados con cantidades conocidas de etoxiquin disueltas en acetonitrilo.

RESULTADOS:

Se encontrd que tanto en la mezcla sin antioxidante, como con antioxidante, el
contenido de etoxiquin fué menor a lo esperado, por lo que se considera que se sobreestimo
la cantidad de antioxidante residual encontrado en la harina de pescado estabilizada.

Muestra Valor Esperado Valor Encontrado
Mezcla sin antioxidante 20 ppm <5 ppm
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Mezcla con antioxidante 134 ppm 110-120

- - * ppm
Alimento al inicio 134  ppm =10 pPpm
Alimentoalamitad . 134 ppm = =10 pPpm
Alimento al final’ ~ * 134 ppm =10 ppm
CONCLUSIONES:

Los resultados obtenidos en el alimento procesado, indican que la pérdida de
etoxiquin durante la peletizacién fué del orden de 100 ppm. En base a estos resultados se
considerd que la dosis de etoxiquin suplementada en las dietas experimentales 1, 2, 3, 4, 6
y 8 (130 ppm) era la adecuada para contrarestar la oxidacion generada por extrusion sin
generar residuos en exceso en las dietas experimentales.

V.3.2. FORMULACION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Se realizd la formulacién de las dietas experimentales (Tabla No. 3) con un software
de nutricién Mixit™® (Agricultural Software Consultants, INC.) en funcién de los
resultados del analisis quimico proximal de los ingredientes experimentales para obtener
dietas isoproteicas e isolipidicas, cubriendo los requerimientos nutricionales para los
camarones peneidos publicados por Akiyama et al. (1991). Se formuld restringiendo los
nutrientes: en un 30 % el aporte de proteina (harina de pescado y pasta de soya en una
relacién 1:1), a 7.5 % la inclusién de lipidos (aceite de pescado de menhaden), ceniza
méximo 10%, extracto libre de nitrégeno minimo 20 % maximo abierto, humedad méximo
10 %, fibra maximo 4 y energia bruta a 4.6 kilocalorias por gramo, sin tomar en cuenta los
costos de los ingredientes. La dosis de vitamina E suplementada en las dietas
correspondientes fué la reportada por He y Lawrence (1993), 100 mg/kg de dieta, como
nive] Sptimo en dar buen crecimiento sin generar un exceso que actue como antioxidante,
utilizando una extrusién héimeda para la fabricacién del alimento, similar en nuestro caso;
la dosis de vitamina C incluida en las dietas es la recomendada por Akiyama (1991).

V.3.3. PREPARACION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Se prepararon oche dietas (dos kg de cada una de ellas) con los aceites de pescado
con diferentes grados de oxidacion, vitamina E y antioxidante manteniendo los demés
ingredientes constantes. Todos los ingredientes se molieron finamente utilizandose un
turbomolino Pulvex®; se pesaron de acuerdo a la formulacién y se mezclaron en una
batidora Kitchen Aid™® modelo K45SS de S litros. Primero se mezclaron los
macroingredientes (harina de pescado, pasta de soya, harina de camarén, gluten de trigo y
harina de trigo) por un lapso de 20 min, posteriormente se tom6 una porcién de esta mezcla
en un vaso de precipitado de 300 ml para adicionar los microingredientes (mezcla
vitaminica, monofosfato de sodio, vitamina C y metionina) se agregé manualmente hasta
que se homogenizé y después se afiadi6 lentamente a la macromezcla. El aceite de pescado
se adiciond después de haber afadido a la macromezcla los microingredientes, finalmente
se adicionaron 300 m! de agua (por kg) hasta obtener una pasta homogénea. La pasta se
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pas6 por un molino de carne (TOR-REY™®, mod. 22) con un dado de 2 mm de diametro
de orificio. S¢ obtuvieron pellets de 2 mm de diametro, los cuales fueron posteriormente
secados en una estufa eléctrica modelo Shel LabM® Mod. 1330 FX durante 8 min a 100 °C,

como lo recomienda Dominy 1994 (comunicacién personal); finalmente se conservaron en
recipientes herméticos en refngeracion.

Tabla No. 3 .- FORMULA DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES
INGREDIENTE %
Harina de Pescado 13.00
Pasta de Soya 13.00
Harina de Camarén 4.00
Harina de trigo 52.8329
Gluten de trigo 8.00
Mezcla Vitaminica* 0.2250
Metionina 0.1078
Aceite de Pescado 7.5176
(fresco, medianamente o altamente oxidado)

Fosfato Monosédico 1.2688
Vitamina C (Rovimix Stay C) 0.0251

Vitamina E 0.0100 (suplementacién o no)

Antioxidante (ETQ) 0.0130 (suplementacion o no)

*Vitaminica aportadas/kg de dieta: Vit. A (15 000 Ul/kg); Vit. D, (7 500 Ul/kg); Vit. K, (20
mg/kg); Tiamina (150 mg/kg); Riboflavina (100 mg/kg); Cianocobalamina B,, (0.1 mg/kg);
Ac. Félico (20 mg/kg); Piridoxina (50 mg/kg); Ac. Pantoténico (100 mg/kg); Niacina (300
mg/kg); Colina (400 mg/kg); Biotina (1 mg/kg), Inositol (300 mg/kg) (Akiyama et al.; (1989).

V.3.4. ANALISIS DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Una vez elaboradas las ocho dietas, se determiné en cada una de ellas la composicién
quimica proximal; el analisis fué realizado en el laboratorio de nutricién del Programa de
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Maricultura de la F.C.B. de la U.A N.L. mediante los métodos propuestos por la A.O.A.C.
(1990).

Las dijetas fueron conservadas en envases de plastico berméticos durante el
_experimento y refrigeradas en um congelador Frigidaire TORREY"® a -17 °C. Al final del
- experimento se enviaron muestras de las dietas experimentales al Di. W. Shemer del .
laboratorio de NOVUS International Inc. en St. Charles Missouri, U.S.A,, para la
determinacién del contenido de ETQ residual, valor peréxido, el perfil de écidos grasos y
el contenido de vitamina E en cada una de las dietas experimentales.

Se realizaron pruebas de estabilidad del alimento en el agua o de lixiviacion en cada

una de las dietas mediante el método Aquacop (1978) para determinar la pérdida de
materia seca en agua marina a 35 o/oo durante una hora.

V.4. DESCRIPCION DE LA SALA DE BIOENSAYOS.

El bioensayo se llevo a cabo, en la sala de bioensayos del programa Maricultura
F.C.B. de la U.AN.L,, la cual consta de 48 tanques de fibra de vidrio de 60 x 30 x 35
cm, con un volumen aproximado de 60 litros de capacidad. Cada acuario posee, un doble
fondo cubierto con tela de gasa. Los tanques estdn equipados con un sistema de "air-
waterlift" para promover la circulacién interna, a través del doble fondo. Cada acuario
tiene un recambio de agua de 800% diario, a partir de un sistema de 8 m3 de agua
marina sintética. La sala también cuenta con tres tanques de pre-engorda 500 1 de capacidad
y con cinco tanques de 1 100 1, de los cuales, dos son reservorios que abastecen de agua
a los acuarios por gravedad y el resto reciben el agua de recambio. Cada tanque reservorio
cuenta con un contactor biologico rotatorio. Ademas, el sistema estd equipado con dos
filtros de cartucho, dos filtros de carbén activado y dos espumadores. Para mantener la
temperatura deseada se cuenta con un sistema cerrado de agua dulce e intercambiador de
calor en los tanques reservorios. (Ver anexo 3, fig. 18, 19 y 20).

V.5. CARACTERISTICAS DE LOS ORGANISMOS EXPERIMENTALES

Para realizar el bioensayo, se utilizaron juveniles de Penaeus vannamei, de 250 mg
de peso promedio, que se obtuvieron del laboratorio de produccién de postlarvas GENESIS
S.A. de C.V. ubicado en Puerto Pefiasco Sonora, las cuales fueron enviadas por via aerea
a Monterrey en bolsas de plastico, con agua del tanque de colecta, en hieleras de
poliestireno. Las bolsas de plastico con las postlarvas se colocaron en un tanque de
preengorda de 500 1 de capacidad conteniendo agua marina sintética a 35 °/,, de salinidad
y 26 °C de temperatura donde las postlarvas se fueron aclimatando a la salinidad y

temperatura durante 3 h aproximadamente dejando salir a los camarones de las bolsas de
plastico cuando ya se habian adaptado a las condiciones del estanque.

V.6. DISENO EXPERIMENTAL.

El bioensayo nutricional const6 de dos disefios factoriales:
A).- 3 X 2 dietas conteniendo aceite fresco, medianamente oxidado o altamente oxidado,
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suplementadas con dos niveles de vitamina E (0 y 100 mg/kg de dieta) (factores: grado de
oxidacion del aceite de pescado y presencia o ausencia de vitamina E), Los grupos de
camarones analizados bajo este disefio factorial fueron: 1, 2, 3, 4, 6, y 8 (sombreado).

B).- 2 X 2 dietas conteniendo aceite altamente oxidado, suplementadas con dos niveles de
vitamina E (0 y 100 mg/kg de dieta) y dos niveles de suplementacién de antioxidante ETQ
(0 y 130 mg/kg de dieta) (factores: presencia o ausencia de vitamina E y presencia o
ausencia de ETQ). Los grupos de camarones analizados bajo este diseiio factorial fueron:
5, 6, 7y 8. Los resultados de estos dos cuadros se analizaron por separado (ver V.9.).

ACEITE | _ ACEITE OXIDADO
VIT. E Erq | TRESCO MUEDIANAM. | ALTAMENTE
SIN SIN 5

100 mgkg | SIN 7

Fig. No. 1.- Diagrama del Diseiio experimetal
V.6.1. JUSTIFICACION DEL DISEN0 EXPERIMENTAL:

Para la realizacion de los objetivos particulares 1y 2: se realizaron andlisis sobre los
aceites y las dietas.

Para el cumplimiento de los objetivos particulares 3y 4: se compararon los resultados
del los organismos alimentados con las dietas 1, 2, 3, 4, 6, y 8.

Para el cumplimiento del objetivo particular 5: se compararon los resultados de los
organisimos alimentados con las dietas 5, 6, 7y 8.

V.7. CONDICIONES EXPERIMENTALES

Durante una semana se dejaron los camarones en el estanque de pre-engorda para
que se aclimataran a las condiciones de la sala, alimentandolos con una dieta de base,
después de esta semana se les alimentd com otra dieta base que contenia todos los
ingredientes mencionados anteriormente pero que habia sido formulado con harina de
pescado y harina de camaron completas (no desgrasado) y mezcla vitaminica libre de
vitamina E (con el propésito de que agotaran sus reservas de vitamina E del cuerpo).
Después de alimentarlos durante una semana con la dieta anterior se repartieron los
organismos ¢n 40 acuarios colocando 10 camarones en cada uno (densidad equivalente a
62.5 organismos por metro cuadrado) tratando que las medias del peso de los camarones
de cada acuario fueram homogéneas; posteriormente los pesos fueron analizados
estadisticamente para observar si no existia diferencias en las medias de cada uno de los
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acuarios antes de iniciar el bioensayo. Los tratamientos se distribuyeron de manera aleatoria
en los acuarios y cada tratamiento fué corrido con cinco replicados. El experimento tuvo una
duracién de 56 dias, alimentando a los camarones al 8 % de su biomasa 1 vez al dfa con las -
- ‘dietas expenmentales

Durante los 56 dias dei expenmento se momtorearon 1a temperatura del agua con
un termoémetro Weksler™® con un rango de 20 a 50 °C, la salinidad se midié con un
salinémetro YSI™® modelo 33 con un rango de 0 a 100 /oo y cada quince dias se
monitoreron la ooncentracién de nitritos, nitratos, amonio .y pH con kits rapidos de
Aquarium System™®

También dnanamente se tomaron registros de: restos de alimento (visual aparente),
mudas, y mortalidad; los datos se anotaron en hojas de registro para llevar un control diario,
y se sifonearon los fondos del acuario para eliminar las heces y residuos de alimento que

afectan la calidad del agua del acuario. El fotoperiodo se mantuvo de 12 h de luzy 12 h de
obscuridad.

V8. PARAMETROS DE LA EVALUACION BIOLOGICA.

A los 14, 28,42 y 56 dias se pesaron los camarones en una balanza OHAUSM® (de
0.000 g de sensibilidad) y se calcularon para cada acuario los valores de tasa de crecimiento,
tasa de conversion alimenticia y tasa de sobrevivencia, mediante las siguientes f6rmulas.

peso promedio final (g) - peso promedio inicial (g)
Tasa de crecimiento= X 100

peso promedio inicial (g)

alimento consumido (g)
Tasa de conversion alimenticia=

peso ganado (g)

No. final de Animales
Tasa de sobrevivencia= X 100

No. inicial de animales

Para el consumo de alimento se tomaron en cuenta los valores promedios estimados
para los individuos vivos en el acuario al momento de la biometria. El consumo individual
se calculd en base al consumo de alimento estimado cada dia para el acuario y niimero de
camarones vivos ese dia, 1a formula utilizada fué la siguiente:

raciéu en el acvario X % consumido del dia
Consumo= ¥

niimero de camarones en e} acuario ese dia

24



V.9. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar el efecto del grado de oxidacion del aceite de pescado y de la
suplementacion con vitamina E y las interacciones de los dos factores, se realizaron analisis
de varianza (ANOVA) bifactoriales (Two-ways) entre los tratamientos 1, 2, 3, 4, 6,y 8. Asi
mismo se realizd ANOVA's de via simple (one-way) con pruebas de comparacion miltiple
de medias de Duncan, a un nivel de significancia de 0.05 para determinar si existian o no
diferencias significativas entre los tratamientos de los parametros biol6gicos evaluados.

Para determinar el efecto de la suplementacién con vitamina E y/o del antioxidante
sintético ETQ y las interacciones de ambos, se realiz6 ANOVA’s bifactoriales entre los
tratamientos 5, 6, 7 y 8. Tambien se realizd ANOVA's de via simple con pruebas de
comparacion miiltiple de medias de Duncan, a un nivel de significancia de 0.05 para
determinar si existian o no diferencias significativas entre estos tratamientos, dichos analisis

se realizaron con el software SPSS/PC*™ versién 3.0 (1988) (Ver ejemplos de archivo de
datos y analisis en anexo IV y V).

V.10. RELACION HEPATOSOMATICA

Al final del experimento (56 dias) para conocer una posible alteracién causada al
hepatopancreas por la presencia de aceites oxidados en las dietas se estimé la relacion
hepatosomatica; segin el procedimiento siguiente: se disectd el hepatopéancreas de cada
camarén (183 organismos), el cual fué pesado (Peso 1) en una balanza AND*R modelo
ER182A (0.00001 g de sensibilidad). Posteriormente se coloct el resto del cuerpoy se anotd
este {itimo peso (Peso 2); y con la férmula siguiente se determind la relacién
hepatosomatica:

Peso del hepatopancreas (P1)
Relacién Hepatosomatica=

X 100
Peso del Cuerpo (P2)

Se realiz6 sobre los resultados de la relacién hepatosomitica de cada tratamiento
ANOVA’s (two-way y One-way) para determinar si existian o no efectos por los
factores:grado de oxidacidn del aceite de pescado, suplementacién o no de vitamina E y/o
de antioxidante sintético ETQ y para determinar si existian o no difsrencias significativas
entre los tratamientos para este parametro evaluado.

V.11. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE VITAMINA E EN LOS
CAMARONES

De una muestra del lote de camarones al inicio de este bioensayo se tom6 para la
determinacion de contenido de vitamina E en el cuerpo. Y de los hepatopancreas extraidos
de cada camardn, para la determinacién de la relacion hepatosomatica al final del
experimento, se colocaron en microtubos de SIGMAMR, previamente etiquetados (anotando
el tratamiento que habia recibido el organismo y el niimero de acuario correspondientes).
Los microtubos fueron posteriormente colocados en un contenedor con nitrégeno liquido
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(-170 °C) para su preservacion. Las cuerpos de los camarones se colocaron en bolsas de
aluminio previamepte etiquetadas y posteriormente en nitrégeno liquido para su
preservacion. Las muestras de hepatopancreas y cuerpo de los camarones fueron enviadas
al Dr. William Schuep de VFEA/ROCHE Basel (F. HOFFMANN LA ROCHE LTD.)

Switzerland/Suiza. A la fecha'de la redacclon de este escrito no se tenian los resultados de ~
estos analisis.

V.12. EVALUACION HISTOLOGICA

Para conocer posibles lesiones a nivel histol6gico en el camarédn, causados por
consumo de aceites rancios u oxidados en las dietas experimentales, se corrié un bioensayo
simultdneo al bioensayo de crecimiento, para el muestreo de organismos alimentados con
las dietas D2 (FRES+ETQ), D5 (AAO) y D8 (AAO+VIT E+ETQ). Se utilizaron
camarones de 350 mg de peso promedio inicial; se tomé ademés una muestra de los
organismos al inicio del bioensayo, para el tratamiento con la dieta DS se cont6 con 4

replicados y para las dietas D2 y D8 se contd con 2 replicados, el plan de muestreo fu€ el
siguiente:

D5:  Se muestred a los 14, 28, 42 y 56 dias (observacién de posibles lesiones con la dieta
mas carente.

D8: Alos 28 y 56 dias (comparacidén con el grupo de camarones alimentados con la D5

(para evaluar el efecto protector de la vitamina E y ETQ).

D2: ~ Alos 28 y 56 dias (control).

Los organismos se fijaron con la técnica propuesta por Bell T. A. y Lightner D. V.,
(1988). Debido a que se encontrd alta mortalidad en los camarones alimentados con la D5
(= 50 % a los 28 y 29 dias) en los acuarios destinados a muestrearse a los 42 y 56 dias, los
organismos fueron sacrificados, por lo que no hubo muestras a los 42 y 56 dias de esta djeta.
A los 56 dias s6lo se obtuvieron muestras de los camarones alimentados con las dietas D2
y D8.

Algunos acuarios correspondientes al bioensayo de crecimiento que presentaron
mortalidad =a 60 % fueron también fijados para anilisis histologico: 1) caso de 2 acuarios
con camarones alimentados con la D1 que mostraron alta mortalidad despiies de 30 y 50
dias del experimento (mortalidad no esperada) y 2) caso de 2 acuarios con camarones
alimentados con la D5 que presentaron mortalidad elevada a los 34 y 37 dias del

experimento. Los resultados de esta evaluacion serd motivo de otro estudio y no se incluird
en los resultados.
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V1. RESULTADOS
VIL.1. OXIDACION DEL ACEITE DE PESCADO

V1.1.1. CAMBIOS DEL GRADO DE OXIDACION DEL ACEITE DE PESCADO.

Después de someter el aceite de pescado a la oxidacién controlada y acelerada con
el método del oxigeno activo se observd que los valores de los tres indicadores utilizados
para monitorear ¢l grado de oxidacién: valor perdxido (V.P.), No. 4cido tiobarbitiirico (#
de T.B.A.) y valor anisidina (V.A.) se incrementaron (tabla No. 4). El valor peréxido para

el aceite fresco, medianamente oxidado y altamente oxidado fué 6, SO0 y 100 meq/kg
respectivamente.

Las cinéticas de oxidacion realizadas en el aceite de pescado monitoreando con los
tres indicadores del grado de oxidacién muestran un patrén de desarrolio de la oxidacién
muy similar (Fig. 2), es decir que a medida que progresaba la exposicion del aceite de
pescado a una temperatura de 97.8 °Cy con inyeccién de aire, se acumulaban los productos
de la oxidacion detectados por cada una de las ellas.

Tabla No. 4.- DETERMINACIONES DEL GRADO DE OXIDACION DEL
ACEITE DE PESCADO EXPERIMENTAL (FCB/UANL).
Grado de Oxidacién
Indicador Fresco Medianamente Altamente
de oxidacién oxidado oxidado
V.P.(meg/kg) 6.08 50.52 100.31
TBA (mgMA/kg) 15.78 27.54 53.66
V.A* 26.32 52.57 183.47

* Valor Anisidina es definida como 100 veces Ja densidad 6ptica medida en celdas de 1 cm

de una solucién resultado de una reaccién de 1 g de muestra en 100 mi de una mezcla de
reactivos y solventes.
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V.P. (meq/kg de aceite), T-B.A. (mg M.A./kg de aceite) y V.A.: 100 densidad éptica medida

en celdas de 1 cm de una solucién resultado de una reaccién de 1 g de muestra en 100 ml
de una mezcla de reactivos y solventes.

Figura No. 2. Cinéticas de oxidacién del Aceite de Menhaden
con Inyeccién de Aire a 97.8 °C

En la tabla No. 5 se muestran los resultados reportados por el laboratorio de
Ralston-Purina para las determinaciones realizadas en muestras de aceite fresco,
medianamente oxidado y altamente oxidado. Aunque los valores reportados para el aceite
no son similares con los determinados en nuestro laboratorio, se observa un incremento en
los valores para las muestras de aceites medianamente oxidado y altamente oxidado con

respecto al aceite fresco, sin embargo el resultado reportado de valor perdxido para el
aceite fresco es demasiado alto.

28



Tabla No. 5.- DE'['ERMH\IACIONES DEL GRADO DE OXIDACION EN LAS
MUESTRAS DE ACEITE EXPERIMENTAL POR EL
LABORATORIO DE RALSTON-PURINA.

Grado de oxidacién

Indicador " - Fresco Medianamente Altamente

de oxidacién oxidado oxidado

V.P. (meq/kg) 17.7 298 53.6

T.B.A. (mgMA/kg) 8.96 21.0 38.0

Acidos grasos

libres (%) 0.160 0.220 ' 0.840

VI.1.2. CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DEL ACEITE
DE PESCADO.

El perfil de acidos grasos realizado en el aceite de pescado fresco, medianamente
oxidado y altamente oxidado se muestra en la tabla No. 6.

Se puede apreciar que después de someter al aceite de pescado a la oxidacién
creciente, los 4cidos grasos que més se degradaron fueron los de la familia omega 3 (w-3);
ésta degradacién fué més evidente en el aceite altamente oxidado; 1a reduccion de los acidos
grasos poliinsaturados -3 corresponde a una disminucién mayor del 10 %.

De los acidos grasos esenciales tenemos que para el aceite altamente oxidado, el
acido linolénico (18:3®-3) disminuyé alrededor de un 10 %, el acido eicosapentaenocico
(20:5w-3) un 16 % y el acido docosahexaenoico (22:6w-3) en un 19 %. También se aprecia
una reduccién del total de polienos especialmente en el aceite altamente oxidado con
respecto al aceite fresco (391.1 en el aceite fresco y 331.2 en el aceite altamente oxidado)
con una reduccidon del orden de 15 %.

El total de 4cidos grasos w-3 para el aceite fresco, medianamente oxidado y
altamente oxidado fueron 309.9, 305.5 y 259.1 respectivamente con una pérdida de un 16.4
% entre el aceite fresco y el altamente oxidado. El total de 4cidos grasos w-6 descendié sélo
alrededor de un 9 % en el aceite de pescado altamente oxidado con respecto al aceite fresco
y la relacién w-3/w-6 para el aceite fresco, medianamente oxidado y altamente oxidado fué
11.9, 11.7 y 11.1 respectivamente.

Encontramos ademés que el total de acidos grasos saturados aumento ligeramente
y el total de monoenos disminuyé conforme se aumentd el grado de oxidacion del aceite de
pescado.
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Tabla No. 6.-

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE LOS ACEITES DE
PESCADO SOMETIDOS A OXIDACION CRECIENTE (mg/g).

FRES MODER. ALTA. FRES" MODER. " ALTA. &
(0)4 oX oX. . oxX.
ACIDO GRASO mg/g mg/g mg/g ACIDO GRASO mgfg mg/g mg/g
120 <0.1 <0.1 <0.1 16:3n4 138 138 112
13:0 02 03 03 16:3n-3 <0.1 <01 <0.1
14:0 66.6 66.7 673 16:40-3 <01 <0.1 <0.1
1510 51 5.1 52 16:4n-1 132 132 114
16:0 1374 137.1 1439 183n-6 <01 <0.1 <0.1
17:0+163 55 55 54 18304 34 33 31
180 255 254 265 18:3n-3 10.7 10.6 9.6
190 <0Q.1 <01 <0.1 18:4n-3 266 264 229
20:0 33 2.1 25 18:40-1 38 38 34
220 <0.1 05 <0.1 2030-6 20 20 1.7
24:0 <0.1 <0.1 <01 20:4n-6 68 68 53
Y Saturates 2434 2427 2512 20:3n-3 16 18 17
20:40-3 148 136 12.0
14:10-7 <0.1 <0.1 <0.1 20:5n3 1268 1247 105.7
14:1n-§ 07 0.7 0.7 21:5n-3 6.7 65 58
16:1n11? 31 31 30 22:4n6 13 14 12
16:1n-9 1.6 1.7 16 22:5n-6 38 37 33
16:1n-7 88.1 89.0 86.6 22:50-3 24.1 233 203
16:10-S 24 24 24 22:60-3 994 98.0 80.9
17:1 <01 <0.1 <0.1
18:10-11 <0.1 <0.1 <0.1 T™MTD <0.1 <01 <01
18:10-9 §8.6 692 683 Pristanate <0.1 <01 <01
18:1n-7 265 26.7 261 14:0, 1ISO 05 05 035
18:1n-5/1821-9 20 20 19 15:0, ISO 24 24 24
191 <0.1 <0.1 <0.1 15:0, AISO 10 09 09
20:1p-11+13 Q95 05 09 16:0, 1SO 11 11 1.1
20:10-9 86 8.7 86 170, 1ISO 23 23 23
20:1a-7 23 28 25 17:0, AISO 11 1.1 1.1
20:1n-5 18 25 21 Phytanate+17:10-8 2.6 2.7 25
22:1n-11+13 <01 <0.1 <0.1 TMH 0.6 0.7 0.6
22:1n-9 15 14 14 TMTH <0.1 <0.1 <0.1
22:1n-7 13 13 <0.1
22:1n-5 <01 <0.1 <0.1
24:1n-9 25 25 24
Y, Monoenes 2112 2143 2086
1620-7 22 23 22
16:2n-6 <0.1 02 =<0.1
16:2n4 129 12,9 121
18:2n-9 <0.1 <0.1 <0.1
18:2n-7 <01 <0.1 <0.1
182n-6 10.6 10.6 10.1
18:2n4+18:3n-6 59 59 59 Total Polyenes 391.1 3869 3312
20:2n-9 <0.1 <0.1 <0.1 Total n-3 3099 3055 259.1
20:2n-6 15 15 14 Total 0-6 259 260 234
Total Dienos 332 335 335 3/n-6 119 11.7 111

FAME were tentatively identified by comparison of their
RRT with those of primmary and secondary standards.

Anflisis realizado por Mrs. Gloria Seabom (U.S. Dept. of Commerce, National Marine Fisheries Service),
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V12. ANALISIS PROXIMAL DE LOS OTROS INGREDIENTES.

Los resultados del analisis bromatoldgico de los ingredientes experimentales se
muestran en la tabla No. 7. Después de realizar la extraccién de lipidos en los ingredientes
harina de pescado y harina de camardm, los valores de el porcentaje de grasa cruda
disminuyeron considerablemente, encontrando valores de 0.41 % y 0.28 % en el porcentaje

de grasa respectivamente. Asi mismo se observd que el porcenta]e de proteina cruda se
habia incrementado en ambos ingredientes.

Tabla No. 7.- ANALISIS PROXIMAL DE INGREDIENTES (% en base hiimeda).

Ingrediente % Proteina % Grasa % Fibra % Ceniza % ELN* % Hum.
H. Pescado  71.93 93 058 14.60 156 1.99

H. Pescado' 7458 0.41 0.22 14.73 133 8.7
Pasta Soya  46.12 0.89 223 6.86 3952 437

H Camarén 4413 2.19 8.64 3358 7.06 439

H. Camarén® 4521 0.28 13.44 272 232 5.79
Glu. Trigo 7536 091 0.12 156 1142 5.46

H. Trigo 12.78 132 0506 1.38 7559 842

12 Ingredientes después de desgrasar
* Extracto libre de nitrégeno

VI.3. ANALISIS PROXIMAL DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Los resultados de los anilisis bromatologicos de las dietas experimentales se resumen
en la tabla No. 8. Las dietas experimentales elaboradas para este experimento presentaron
bastante homogeneidad en los resultados del andlisis quimico proximal en base seca. Cabe
mencionar que aunque en la formulacidn tedrica se restringié a 30 % el aporte de proteina
por los ingredientes, en las dietas se encontraron valores mayores a lo esperado, sin
embargo este aumento fué el mismo en todas las dictas y el porcentaje encontrado fué muy
similar en todas ellas por lo que las dietas se pueden considerar isoproteicas. Por otra parte
el porcentaje de grasa cruda fué bastante similar en todas las dietas encontrando un
promedio de 7.5 % de grasa en todas ellas.

En cuanto a la estabilidad de las dietas en el agua, se observd que todas eran
bastante estables, ya que hubo poca pérdida de materia seca (P.M.S.) alrededor de 4.7 %
después de una hora de inmersion en el agua marina a 35 %/oo.
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Tabla No. 8.- ANALISIS PROXIMAL DE DIETAS EXPERIMENTALES (% en

base hiimeda).
, ,, "%

DIETAS Prolina Grasa Fibra  Cenixa EIN'  Hum. PMSZ
1 FRES+ETQ 3320 751 147 568  S214 604  SAT
2 FRES+ ETQ+VIT E 3248 786 145 SI3  S348 642 536
3 AMO+ETQ 3170 787 103 548 5392 464 371
4 AMO+ ETQ+ VITE 3265 776 150 589 5220 574 387
5 AAO 3265 707 122 S8 5321 526 562
6 AAO+ETQ 3333 783 135 600  Sl49 S73 505
7 AAOQ+VITE 3351 761 134 S8 5167 474 448
8 AAOC+ETQ+VIT E 3417 780 133 594 4924 527 444

1 Extracto libre de pitrégenc
2 Perdida de materia seca despues de 1 b de inmonidn ca sgus manins.

VI.4. ANALISIS DEL GRADO DE OXIDACION DE LAS DIETAS

Después de extraer los lipidos y/o grasa de las dietas experimentales y analizar el
valor peréxido, se encontrarcn indicios minimos de la coloracién azul (por el almidén
utilizado como indicador) caracteristica, necesaria para titular con tiosulfato de sodio el
yodo liberado del yoduro de potasio por el oxigeno presente en la solucion valorada, es
decir no se encontraron indicios minimos de rancidez con esta técnica.

Por otra parte, el niimero de T.B.A. determinado en la grasa extraida de las dietas
experimentales did valores mucho mas bajos a lo esperado, obteniendo valores del orden
del 10 mg de malonaldehido/kg que corresponderian a una grasa no oxidada.

El valor anisidina no fué determinado en ninguna de las dietas debido a que los
lipidos extraidos contenian muchos pigmentos que interferian con las lecturas realizadas al
espectrofotémetro con luz ultravioleta (352 nm).

VL5. EVALUACION BIOLOGICA

VL5.1. EFECTO DEL GRADO DE OXIDACION DEL ACEITE DE PESCADO
Y DE LA SUPLEMENTACION O NO CON VITAMINA E

La evaluacién biologica de los efectos del grado de oxidacion del aceite de pescado
y de la suplemenacién o no de vitamina E, fué realizada con el grupo de camarones
alimentados con las dietas 1, 2, 3, 4, 6 y 8. Dicha evaluacién se da a los 14, 28, 42 y 56 dias,
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asi mismo se presentan los analisis de varianza (ANOVA) bifactoriales (Two-way) ¥ de via
simple (one-way) ¥ la grafica correspondiente para cada parimetro evaluado.

ACEITE ACEITE OXIDADO
FRESCO
VIT E ETQ MEDIANA.,| ALTAMENTE
SIN
SIN
130 ppm 1 3 . 6
SIN
100ppm
130 ppm 2 4 8

VISs.1.L SOBREVIVENCIA

Los resultados de sobrevivencia durante todo el experimento se resumen en la tabla
9. Durante los primeros 42 dias del experimento los anélisis bifactoriales por ANOVA no
detectaron efectos significativos por ninguno de los factores estudiados.

A los 42 dias, la mayoria de los grupos presentaban sobrevivencias de 84 % o mas,
a excepcion del grupo alimentado con la dieta D1 (75 %); este grupo habia perdido 2
acuarios (Fig 3); debido a que en ellos se habia alcanzado una mortalidad superior al 40%
y los organismos restantes fueron sacrificados para evitar que actuara sobre e] tratamiento
la variable densidad (menor nimero de organismos en el mismos espacio); la mortalidad en
este grupo continudé hasta los 47 dias y fué cuando 4 de sus 5 replicados presentaron mas
del 40% de mortalidad (Fig. 4).

También después de la evaluacion a los 42 dias, los camarones alimentados con las
dietas no suplementadas con vitamina E presentaron una mortalidad elevada, alcanzando
casi todos sus replicados mortalidades de 40 % a los 56 dias (Fig. 3); para los analisis
estadisticos, se tomaron en cuenta los acuarios con sobrevivencias iguales o superiores a 60
%, por lo que los resultados de las dietas D3 (3 acuarios con 60 % de sobrevivencia) y D6
(2 acuarios con sobrevivencia de 60 % y 1 con 70 %) aparecen en la tabla 9 y en la figura
3.

A los 56 dias se detectaron efecios altamente significativos (P=.004) generados por
la suplementacién con vitamina E (tabla No. 9); en este momento las tasas de sobrevivencia
mas altas fueron para aquellos camarones alimentados con las dietas suplementadas con
vitamina E (Fig. 3). El efecto del grado de oxidacion se acerca a la significancia (P= .09)
asi como la interaccién (P= .11).

De manera general no se encontraron efectos significativos por el grado de oxidacion
del aceite de pescado, pero si por la suplementacion con vitamina E después de 42 djas de
experimento, presentandose las mayores tasas de sobrevivencia para aquellos organismos
alimentados con una dieta suplementada con vitamina E.
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00 AAMOVIT E+ETCEER 6 AAOETQ Bl s ARO+VIT E+ETQ

Figura No. 3. Nimero de Replicados con Mortalidad Menor a 40%

SOBREVIVENCIA (%)
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Figura No. 4. Tasa de Sobrevivencia
(3 Grados de Oxidacién Con/Sin Vitamina E).



Tabla No. 9.-

RESULTADOS PROMEDIO DE SOBREVIVENCIA (%)

DURANTE EL BIOENSAYO.
DIETAS/ DIAS 0-14 0-28 0-42 0-56
D1 FRES+ETQ % 1000 92.0 75.0 —
+ 00 13.03 1732 -
n 5 5 3 1
D2 FRES+ETQ+VIT EX 940 92.0 84.0 720 a
+ 804 13.03 8.94 10.95
n 5 5 5 4
D3 AMO+ETQ % 1000 98.0 84.0 600 a
+ 00 4.47 8.94 0.0
n 5 5 5 3 (60, 60, 60)
D4 AMO+ETQ+VIT Ex 980 98.0 94.0 880 b
£ 447 4.47 547 8.36
®| |5 5 5 5
D6 AAO+ETQ x 980 90.0 86.0 633 a
+ 447 10.0 8.94 5.77
n 5 5 5 3 (60, 60, 70)
D8 AAO+ETQ+VITEz  94.0 94.0 84.0 740 a
+ 894 8.94 13.41 13.41
n 5 5 5 5

NIVEL DE SIGNIFICANCIA PARA LOS FACTORES: GRADO DE

OXIDACION y/o SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E.
GRUPOS ANALIZADOS: 1, 2,3,4,6y 8.

Grado de oxidacién P J21 433 320 093
Supl,ono VitE P 065 760 367 .004
Interaccion P 784 815 492 115
Oneway P 3979 7295 4736 0149

P=Probabilidad

*Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

35



VI5.1.2. TASA DE CONSUMO

Los resultados promedio de la tasa.de consumo durante el experimento se resumen
en la tabla 10. A los 28 dias de experimentacién; los anélisis bifactoriales por ANOVA
detectaron un claro efecto altamente significativo, por el grado de oxidacién del aceite de’
pescado (P=.006). Los camarones alimentados con aceite altamente oxidado D6 y D8
(AAO+ETQ y AAO+ETQ+VIT E) fueron los que presentaron los consumos de alimento
mas bajo (0.46 y 0.49 g respectivamente) Fig. No. 5 y 6; ademas se encontrd un efecto
significativo por la interaccién de ambos factores (P=.05). Por otra parte los camarones
alimentados con la dieta D1 (FRES+ETQ) presentaron el consumo més alto de alimento
(0.60 g). La comparacién multiple de medias de Duncan corrobora lo anterior ya que se
encontraron diferencias significativas en los camarones alimentados con aceite altamente
oxidado (Fig. 5).

Esta misma tendencia se present6 a los 42 dias donde se observd que los camarones
que menos consumieron fueron los alimentados con la dietas D6 y D8 (AAO+ETQ y
AAO+ETQ+ VIT E) conteniendo aceites altamente oxidados. La probabilidad para el grado
de oxidacién fué P=.063 que se podria tomar como un efecto significativo si aceptamos un
riesgo de 6%. Al 1gual que 2 los 28 dias, los camarones alimentados con la D1 fueron los
que consumieron mas alimento (0.80 g).

A los 56 dias ya no se encontraron efectos para ninguna de las variables estudiadas
y el grupo alimentado con D1 ya no aparece debido a la disminucion de replicados por la
alta mortalidad mencionada anteriormente (fig. 6).

(a)

0.7

0.3

0.2

0.1

(¢}

P-.0096

Figura No. 5. Consumo de Alimento a 28 Dias,
(3 Grados de oxidacién Con/Sin Vitamina E).
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CONSUMO (g)

DIAS

[l 1FRE+ETQ NN 2orFRE£TQVITE 3 AMO+ETQ
A AAMO+ETQ+VIT EEEER 8 AAOETQ Ml s AAOETQ+VITE

Fig. No. 6. Consumo de Alimento.
(3 Grados de Oxidacion Con/Sin Vitamina E).
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Tabla No. 10.- RESULTADOS PROMEDIO DE LA TASA DE CONSUMO

DURANTE EL BIOENSAYO.
DIETAS/ DIAS 0-14 0-28 0-42 0-56
D1 FRES+ETQ % 0.28 060 ¢ 0.80 —_
= 0.01 0.06 0.14 -
D2 FRES+ETQ+VIT Ex 0.28 051 ab 0.70 0.95
+ 0.01 0.06 0.12 0.25
D3 AMO+ETQ % 0.27 053 abec 0.69 0.82
o 0.02 0.06 0.09 0.11
D4 AMO+ETQ+VIT EX 0.28 057 be 071 0.95
+ 0.01 0.06 0.14 0.27
D6 AAO+ETQ X 0.26 046 a 0.57 0.79
+ 0.02 0.04 0.04 0.10
D8 AAQ+ETQ+VIT Ex 0.26 049 ab 0.66 0.96
e 0.01 0.04 0.11 0.24
NIVEL DE SIGNIFICANCIA PARA LOS FACTORES: GRADO
DE OXIDACION DEL ACEITE DE PESCADO y/o
SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E.
GRUPOS ANALIZADOS: 1,2,3,4,6y 8
Grado de oxidacién P 126 006 063 1.000
Sup,ono VitE P 357 .788 832 188
Interaccion P .651 050 206 871
Oneway P 3144 .0096 1259 .7021

P=Probabilidad
*Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes
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VI.5.1.3. TASA DE CRECIMIENTO

En la tabla No. 11 se muestran los resultados promedio de la tasa de crecimiento.
Alos 28 dias de experimentacién, los analisis bifactoriales por ANOVA encontraron efectos
altamente significativos por el grado de oxidacién (P=.009); al contrario la suplementacién
con vitamina E no generd efectos significativos.

Las mas bajas tasas de crecimiento fueron para aquellos grupos de camarones
alimentados con las dietas conteniendo aceite altamente oxidado D6 y D8 (AAO+ETQ y
AAO+VIT E+ ETQ) (101.39 y 102.81 % respectivamente). L2 comparacion miltiple de
medias de Duncan, demuestra que los camarones alimentados con aceite fresco u
medianamente oxidado ambos con vitamina E tuvieron una tasa de crecimiento
significativamente mayor (15 %) al de aquellos alimentados con aceite altamente oxidado
(Fig. 7). En la fig. 8 se aprecia que a los 28 dias empieza a notarse una clara separacion de
los grupos alimentados con aceite fresco 6 medianamente oxidados de aquellos alimentados
con aceite altamente oxidado.

Esta separacion se vuelve més evidente a los 42 dfas (Fig. 8) donde se encuentran
efectos significativos por el grado de oxidacién del aceite de pescado (P=.027). Los
camarones alimentados con aceite altamente oxidado presentaron las més bajas tasas de
crecimiento. ‘

A los 56 dias no se encontraron efectos significativos por ninguno de los factores
estudiados; sin embargo durante todo el experimento fueron los camarones alimentados con
la dieta D2 (AF+ETQ+VIT E), los que presentaron la mayor tasa de crecimiento.

(%)
1860

140

120

100

80

80

40

20

0

P~.0476

Figura No. 7. Tasa de Crecimiento a 28 Dias.
(3 Grados de oxidacién Con/Sin Vitamina E).
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TASA DE CRECIMIENTO (%)

DIAS
MD 1 FRE+ETQ OFRES+ETQ+WIT B 3 AMO+ETQ
V7, AAMO+ETQ+VIT il 6 AAO+ETQ Bl 5 ARO+ETQ+VITE

Figura No. 8. Tasa de Crecimiento

(3 Grados de Oxidacién Con/Sin Vitamina E).
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Tabla No. 11.- RESULTADOS PROMEDIO DE LA TASA DE CRECIMIENTO
NP ANTT 7 RIOFNCAVN

- —

DIETAS /  DIAS 0-14 0-28 0-42 0-56
DI FRES+ETQ % 61.61 11248 ab  171.20
+ 2.03 10.30 23.74
D2 FRES+ETQ+ VIT EX 68.39 12140 b 166.50 23022
+ 6.54 17.29 39.90 66.48
D3 AMO+ETQ % 59.62 11748 ab  164.62 207.42
s 10.02 1422 19.00 55.69
D4 AMO+ETQ+VIT Ex 66.60 12112 b 167.98 220,01
+ 4.02 6.71 6.76 26.52
D6 AAO+ETQ 2 59.68 10139 a 13321 180.34
Y 2.76 8.62 2.27 28.13
DB AAO+ETQ+VIT EX 5778 - 10281 a 14330 199.12
+ 11.32 12.85 29.07 4417

NIVEL DE SIGNIFICANCIA PARA LOS FACTORES: GRADO
DE OXIDACION DEL ACEITE DE PESCADO y/o
SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E.

GRUPOS ANALIZADOS: 1,2, 3, 4,6y 8.

Grado de oxidacién P 148 009 027 462
Sup,ono VitE P 139 306 740 524
Interaccién P 294 .781 823 .898
Oneway P 1483 0476 1512 6483

P=Probabilidad
*Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Vi5.14. TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA

En ia tabla No. 12 se resumen los resultados promedio de la tasa de conversion
alimenticia (T.C.A.). A los 28 dias de experimentacidn, mo se encontraron efectos
significativos ni por el grado de oxidacion, ni por la suplementacién con vitamina E. Sin
embargo la interaccién de los dos factores fué significativa (P=.05) debido a que en este
momento del experimento los camarones alimentados con aceite fresco sin suplementacién
de vitamina E presentaron una tasa de conversion alimenticia (T.C.A.) més alta; esto fué
confirmado al eliminar este grupo del anlisis bifactorial por ANOVA y encontrar que la
probabilidad para la interaccion ya no era significativa (P=.882 y .830) (Tabla No. 12).

Lo mismo ocurrié a los 42 dias (fig No. 9), donde el grupo alimentado con D1
(FRE+ETQ), sigue manteniendo la mayor T.C.A., y se presenta una interaccion que es
significativa (P=.054); sin embargo al no incluir a este grupo en el anilisis estadistico, la
probabilidad para la interaccion ya no es significativa.

A los 56 dias, no se encuentran efectos para la tasa de conversién alimenticia por
ninguno de los factores estudiados y, como se ha mencionado anteriormente, ¢l grupo D1
(FRES+ETQ) ya no aparece a esta fecha en la tabla de resultados, ni en la figura
correspondiente.

T.C.A. (%)

DIAS
(I 1FRES+ETQ XS orres+ETQ+VIT €55 3 AMO+ETQ
V22 4 AMO+ETQWIT 6 AAO+ETQ Bl s AAO+ETQ+VIT E

Figura No. 9. Tasa de Conversién Alimenticia.
(3 Grados de Oxidacién Con/Sin Vitamina E).
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Tabla No. 12.-

RESULTADOS PROMEDIOC DE LA T.CA. DURANTE EL

BIOENSAYO
DIETAS/ DIAS 0-14 0-28 0-42 0-56
D1 FRES+ETQ 4 1.87 2.18 2.56 .
* 0.08 0.12 0.76 S
D2 FRES+ETQ+VIT Ex 1.65 1.81 1.77 1.72
+ 0.13 0.29 0.53 0.47
D3 AMO+ETQ X 1.83 1.81 1.66 1.61
+ 0.22 0.18 0.18 0.32
D4 AMO+ETQ+VIT Ex 1.71 1.88 1.72 1.72
+ 0.05 0.21 0.30 0.39
D6 AAO+ETQ % 1.81 1.85 1.78 1.79
+ 0.10 0.19 0.16 0.33
D8 AAO+ETQ+VIT Ex 1.89 1.94 1.90 1.94
+ 0.27 0.29 0.36 0.30

NIVEL DE SIGNIFICANCIA PARA LOS FACTORES: GRADO
DE OXIDACION DEL ACEITE DE PESCADO y/o
SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E.

GRUPOS ANALIZADOS: 1, 2, 3,4, 6 y 8.

Grado de oxidacién P 413 336 139 490
Sup.ono VitE P 187 383 340 491
Interaccion P 147 .050 054 938
Oneway P 2076 1184 0779 1559
SIN INCLUIR AL GRUFPO 1

Grado de oxidacién P 676 621

Supl. ono VIiTE P 474 552

Interacciones P 882 830

P=Probabilidad
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VI.5.1.5. RELACION HEPATOSOMATICA

Los resultados de la relacion hepatosomitica se muestran en la tabla No. 13. Los
apalisis bifactoriales encuentran un efecto significativo para el grado de oxidacién del aceite
de pescado (P=.043) y no significativo para la suplementacién con vitamina E. Sin embargo
en la fig. No. 10 se puede apreciar que los hepatopancreas se presentaron mas grandes para
los camarones que habian sido alimentados con vitamina E (D2, D4 y D8) que para los
camarones que no habjan consumido vitamina E en sus dietas (D1, D3 y D6). Cabe
mencionar que aunque la comparacion miltiple de medias de Duncan encuentra diferente
al grupo de camarones alimentado con la D8, la probabilidad para el One-way no es
significativa (P=.1513).

RELAC!ON HEPATOSOMATICA (%)

.

MM 1 FRE+ETQ oFRE+ETQ+VIT E EE1 3 AMO+ETQ
D/A 4 AMO+ETQ+VIT 6 AAO+ETQ Bl s ArO+ETQ+VIT E

TRATAMIENTOS

Figura No.10. Relacién Hepatosomatica.
(3 Grados de Oxidacién Con/Sin Vitamina E).

44



Tabla No. 13.- RESULTADOS PROMEDIO DE LA RELACION
HEPATOSOMATICA
DIETAS No. de muestras __ Promedio DE. "
DI FRES+ETQ T 6.98 9386
D2 FRES+ETQ+VIT E 28 7.38 9565
D3 AMO+ETQ 22 6.81 1.01
D4 AMO+ETQ+VITE 38 7.10 1.20
D6 AAO+ETQ 18 745 1.37
D8 AAO+ETQ4+VITE . 34 7.73 1.81

NIVEL DE SIGNIFICANCIA PARA LOS FACTORES: GRADOQ
DE OXIDACION DEL ACEITE DE PESCADO y/o

SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E.
GRUPOS ANALIZADOS: 1, 2,3, 4, 6 y 8.

Grado de oxidacion P 043
Supl. o no Vit E P 198
Interaccion P 983
Oneway P 1513

P=  Probabilidad
D.E.= Desviacion Estandar
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VI5.2. EFECTO DE LA SUPLEMENTACION O NO CON VITAMINA E Y DE

LA SUPLEMENTACION O NO CON ANTIOXIDANTE SINTETICO
ETOXIQUIN (ETQ).

La evaluacion biologica de los efectos: suplemenacién o no de vitamina E y/o ETQ,
fué realizada con el grupo de camarones alimentados con las dietas 5, 6, 7 y 8. Dicha
evaluacion se da a los 14, 28, 42 y 56 dids del experimento, asi mismo se presentan los
anélisis de varianza (ANOVA) bifactoriales (Two-way) y de via simple (one-way) realizados
y la grafica correspondiente para cada parametro evaluado.

ACEITE ACEITE OXIDADO
FRESCO
VIiT E ETQ MEDIANA.| ALTAMENTE
SIN 5
SIN
130 ppm 6
SIN 7
100ppm
130 ppm 8

VI1.5.2.1. SOBREVIVENCIA

En la tabla No. 14 se muestran los resultados promedio de la sobrevivencia. A los 14
dias de experimentacion, los camarones alimentados con la dieta que contenia aceite
altamente oxidado no suplementada (AAQ), se observé una mortalidad temprana.

A los 28 dias, este grupo presentd la mas baja tasa de sobrevivencia (Tabla 14), y
ademds habia perdido uno de los cinco replicados (Fig. 11) ya que en el se habia alcanzado
una mortalidad del 40 % y este se habia eliminado por causas mencionadas antericrmente.

Los anilisis bifactoriales por ANOVA encuentran efectos altamente significativos
(P=.012) por la presencia de ETQ en las dietas. La comparacion miltiple de medias de
Duncan demuestra que el grupo de camarones alimentados con la dieta D5 no
suplementada (AAQ) presentd una sobrevivencia significativamente menor (Fig. 12) a los
camarones alimentados con la dieta donde se incluia solamente ETQ y/o Vit E, pero estos
dos grupos no fueron significativamente diferentes entre si. Sin embargo la presencia de
ambos en Ja dieta hicieron que la tasa de sobrevivencia de los camarones alimentados con
la dieta D8 (AAO+ETQ+VIT E) fuera significativamente mayor a los tres grupos
mencionados anteriormente.

A los 42 dias, los replicados alimentados con dieta DS (AAO no suplementada),
alcanzaron una mortalidad elevada, alcanzando 40 % en tres de cinco replicados (Fig. 11);
sin embargo, uno de los replicados se mantuvo a 60 % de sobrevivencia, por lo que se
incluyé en el analisis estadistico (tabla 9 y Fig. 13). En esta fecha, el efecto de la
suplementacién con ETQ se mantiene cerca de la significancia (P= .09).
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A los 56 dias no se encuentran efectos por ninguna de las variables estudiadas y cabe
mencionar que la mayor tasa de sobrevivencia la presentaron los camarones alimentados

donde la dieta fué suplementada con ambos vitamina E y ETQ (Fig. No.13).

NUMERO DE REPLICADOS

56

o - N « - (4]

Figura No. 11. Niimero de Replicados con Mortalidad Menor a 40%.
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" TASA DE SOBREVIVENCIA (%)
10

80

60

40

20

4]

P=.0469

FiguraNo. 12. Tasa de Sobrevivencia a 28 Dias.
(Aceite Altamente Oxidado Con/Sin Vitamina E, Con/Sin ETQ).

TASA DE SOBREVIVENCIA (%)

100
80 %
N

60 N
N\

40 §§§
20 N
5 \

5 AAO
B 7 AAO+VITE

6 AAO+ETQ
8 AAO+ETQ+VIT E

Figura No. 13. Tasa de Sobrevivencia
(Aceite Altamente Oxidado Con/Sin Vitamina E, Con/Sin ETQ).
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Tabla No. 14 .-

RESULTADOS PROMEDIO DE SOBREVIVENCIA
DURANTE EL BIOENSAYO.

(%)

DIETAS/ DIAS

0-14 0-28 0-42 0-56

D5 AAO 4 92.0 76.0 a 6670 -

£ 8.36 11.40 5.77 -—-

n 5 4 3(70, 70, 60) 0
D6 AAO+ETQ b3 93.0 900 ab 86.0 63.33

+ 4.47 10.0 8.94 5.77

n 5 5 5 3(60, 60, 70)
D7 AAO+VIT E % 96.0 86.0 ab 825 73.33

-+ 547 8.94 5.0 15.22

n 5 5 4 3(60, 70, 90)
D8 AAQ+ETQ+VIT Ex 94.0 940 b 84.0 74.0

+ 8.94 8.94 13.41 13.41

n 5 5 5 5

NIVEL DE SIGNIFICANCIA PARA LOS FACTORES:

SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E

SUPLEMENTACION O NO DE ETQ.
GRUPOS ANALIZADOS: 5, 6, 7y 8.

ylo

Sup.,omo VitE P
Sup. ono ETQ P
Interacciones P

Oneway P

1.0
.460

292

6324

197

012

827

0469

A66 279
090 964
268
2170 4983

P=Probabilidad

*Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.
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V15:2.2. TASA DE CONSUMO

Los resultados promedio de la tasa de consumo se presentan en la tabla No. 15. A
los 28 y 42 dias del experimento, no se encontraron efectos significativos por ninguno de los
factores estudiados; sin embargo la probabilidad para la interaccién de ambos factores
tiende a la significancia.

A los 56 dias la probabilidad para la suplementacién con ETQ es P=.067; las mas
altas tasas de consumo a esta fecha fueron para aquellos camarones alimentados con la dieta
D8 (AAO+Vitamina E+ETQ) (0.96 +0.24 g).

3 CONSUMO (g)

7
7,
77077

VA 5 AAO
BiEd 7 AAO+VIT E NN 8 AAO+ETQ+VIT E

Figura No. 14. Consumo de Alimento
(Aceite Altamente Oxidado Con/Sin Vitamina E, Con/Sin ETQ)
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Tabla No. 15.-

RESULTADOS PROMEDIO DE TASA DE CONSUMO

DURANTE EL BIOENSAYO.
- DIETAS/ DIAS 0-14 0-28 0-42 0-56
D5 AAQ % . 027 0.50 0.64
+ 001 0.06 0.12 -
D6 AAO+ETQ x 026 0.46 0.58 0.79
~ 002 0.04 0.04 0.10
DTAAOVITE % 0.4 0.45 0.56 0.72
YY) 0.02 0.02 0.06
D8 AAQ+ETQ+VIT Ex 0.26 049 0.66 0.96
+ 001 0.04 0.11 0.24

NIVEL DE SIGNIFICANCIA PARA [LOS FACTORES:
SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E y/o

SUPLEMENTACION O NO DE ETQ.

GRUPOS ANALIZADOS: §, 6, 7y 8.

Sup,ono VitE P 356 746 598 .209
Supl. ono ETQ P 734 980 503 067
Interacciones P 272 073 .060 —ee-
Oneway P 4415 3201 2243 1547

P=Probabilidad

10297113858
51



VL523.  TASA DE CRECIMIENTO

Los resultados promedio de la tasa de crecimiento se presentan en la Tabla No. 16.
Después de 28 dias de experimentacién, no se encontraron efectos significativos por ninguna
de las variables estudiadas.

La evaluacion realizada a los 42 dias muesira una tasa de crecimiento mayor para los
camarones alimentados con ambos vitamina E y ETQ (D8) (Fig. 15), sin embargo este
grupo no es significativamente diferente de los demas; en esta fecha no se encontraron
efectos por ninguna de las variables estudiadas.

A los 56 dias, la probabilidad del efecto de la suplementaciéon con ETQ fué P=.065,
que se podria tomar como significativo si se asume un riesgo del 6 %; los camarones
alimentados con dietas suplementadas con ETQ dietas D6 y D8 (AAO+ETQ y
AAO+ETQ+VIT E) muestran una tasa de crecimiento mayor, pero es evidente que la
vitamina E en presencia de ETQ den una respuesta positiva sobre este parametro ya que

el grupo de camarones alimentados con la dieta D8 (AAO+ETQ+VIT E) presenta la
mayor tasa de crecimiento (Fig. 15).

Lo TASA DE CRECIMIENTO (%)

200

N\

150

100

50

5 AAO
B 7 AAO'VITE

6 AAO+ETQ
XN 8 AAO+ETQ+VIT E

Figura No. 15. Tasa de Crecimiento
(Aceite Altamente Oxidado Con/Sin Vitamina E, Con/Sin ETQ).
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Tabla No. 16.- RESULTADOS PROMEDIO DE LA TASA DE CRECIMIENTO
DURANTE EL BIOENSAYO.
DIETAS / DIAS 0-14 0-28 0-42 0-56
D5 AAO >‘< 56.65 104.55 132.94 ---
- = 8.24 1747 22.87 ---
D6 AAO+ETQ X 59.68 101.39 133.21 180.34
+ 2.76 8.62 22.27 28.13
D7 AAO+VITE X 59.79 100.01 126.93 147.16
= 8.67 13.15 22.38 30.92
D8 AAO+ETQ+VIT Ex 57.78 102.81 143.30 199.12
2 = 11.32 12.85 29.07 44.17

NIVEL DE SIGNIFICANCIA PARA LOS FACTORES:
SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E y/o
SUPLEMENTACION O NO DE ETQ.

GRUPOS ANALIZADOS: 5, 6, 7y 8.

Sup.onoVitE P 87 798 73 504
Supl. ono ETQ P 892 976 473 .065
Interacciones P 510 626 22 .
Oneway P 9171 9558 7928 1648

P=Probabilidad
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VI5.24. TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA

En la tabla No. 17 se muestran los resultados promedio de la tasa de conversién
alimenticia. Despues de 28 djas del experimento, no se observé tendencia de algtn grupo
en presentar la mayor o menor tasa de conversién alimenticia (Fig. No. 16). EI
comportamiento de este parametro en los camarones fué indistinto en todo el experimento
ademas no se encontraron efectos significativos durante todo el experimento en los analisi
bifactoriales por ANOVA por ninguna de los factores estudiados. :

T.C.A. (%)
2.5

\\\:f

ik 5 AAO

EEE 7 AAO+VIT E XY 8 AAQ+ETQ+VIT E

Figura No. 16. Tasa de Conversion Alimenticia.
(Aceite Altamente Oxidado Con/Sin Vitamina E, Con/Sin ETQ).
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Tabla No. 17.-

RESULTADOS PROMEDIO DE LA T.C.A. DURANTE EL
BIOENSAYO.

DIETAS/ DIAS 0-14 0-28 0-42 0-56
DS AAO x 194 1.95 1.97 -
+ 024 0.39 0.22
D6 AAO+ETQ 5 181 1.85 1.78 1.79
+ 010 0.19 0.16 0.33
D7 AAO+VITE % 169 174 1.81 2.03
+ 032 0.13 0.27 0.46
D8 AAO+ETQ+VITEx  1.89 1.94 1.90 194
| | 027 0.29 0.36 0.30

NIVEL DE SIGNIFICANCIA PARA LOS FACTORES:
SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E y/o
SUPLEMENTACION O NO DE ETQ.
GRUPOS ANALIZADOS: 5, 6, 7 y 8.

Supl.ono VitE P 508 642 935 598
Supl. ono ETQ P 794 714 792 711
Interacciones P 190 229 316 —-e-
Oneway P S115 5984 .7620 7017

P=Probabilidad
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VI.5.2.5. RELACION HEPATOSOMATICA

Los resultados promedio de la relacién hepatosomética se resumen en la tabla No. 18. Los
analisis bifactoriales no encuentran efectos significativos para la suplementacién con
vitamina E, sin embargo la prababilidad para el efecto de la suplementacién con ETQ es
(P=.071) que se podria tomar como significativa asumiendo un riesgo del 7 %. La D6
suplementada con ETQ present6 una relacién hepatosomatica mayor (Fig No. 17) que los
camarones alimentados con las dietas DS (no suplementada) y D7 (suplementada con
vitamina E), sin embargo se encuentra como en algunos parametros anteriores que cuando
se suplementan ambos ejercen una respuesta positiva ya que los camarones alimentados con
la D8 presentaron la mayor relacién hepatosomitica.

RELACION HEPATOSOMATICA (%)

8.8
Myl
TRATAMIENTOS
5 AAO 8 AAO+ETQ
7 ARO+VIT E 8 AAO+ETQ+VIT E

Figura No. 17. Relacién Hepatosomatica.
(Aceite Altamente Oxidado Con/Sin Vitamina E, Con/Sin ETQ).
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Tabla No. 18.- RESULTADOS PROMEDIO DE

LA RELACION
HEPATOSQMATICA
DIETAS '/ No. de muestras  Promedio D.E.
D5 AAO 5. 6.8 1.51
D6 AAO+ETQ 18 7.45 1.37
D7 AAO+VITE 29 7.00 1.78
D8 AAO+ETQ+VITE 34 7.73 1.81
NIVEL DE SIGNIFICANCIA PARA LOS FACTORES:
SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E y/o.
SUPLEMENTACION O NO DE ETQ.
GRUPOS ANALIZADOS: 5, 6, Ty 8.
Supl. 0 no ETQ P 071
Supl. o no Vit E P 544
Interaccién P 937
Oneway P 3397
P=  Probabilidad

D.E.=Desviacién Estandar

V1.6. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DEL AGUA

Durante todo el bioensayo los pardmetros fisico-quimicos del agua fueron los
siguientes: pH 8.2 + 0.02, temperatura 26.9 + 0.99, S°/ 35.7 + 0.84, amonio (NH,) 0 a 0.1
ppm, nitritos (NH,) de 0 a 0.1 y nitratos (NO;) 36.75 + 5.85
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VII. DISCUSION

VIL.1. OXIDACION DEL ACEITE DE PESCADO
VII.1.1 CAMBIOS DEL GRADO DE OXIDACION DEL ACEITE DE PESCADO

El aceite de pescado experimental adquirido fué el adecuado para realizar esta
investigacién ya que no estaba estabilizado con antioxidante sintético (importante para
poder oxidarlo con el A.O.M.); fué envasado con atmosféra de nitrégeno hasta su utilizacién
(para evitar la accién daiiina del oxigeno atmosférico) y, lo més importante fué un aceite
con bajo valor de V.P. (6 meg/kg de aceite).

Al oxidarlo con A.O.M. se observé un incremento linear y curvilinear de los valores
de V.P,, VA y # de T.B.A ; segiin lo que la literatura cominmente menciona respecto al
desarrollo de la oxidacién y a la formacién de compuestos aldehidicos alfa-beta insaturados,
principalmente 2-alkenals (detectados por V.A.) como productos intermediarios-finales de
la oxidacion, se esperaban por lo tanto bajos valores de V.A. durante las primeras horas de
aereacion, ya que se suponia estos valores se incrementarian en las horas posteriores
(también se observaron en preliminares realizados con aceite de sardina); de hecho al
comparar las cinéticas de V.A.y V.P., se observa que ¢l aumento de V.A. se acelera despues
de las primeras 8 horas de oxidacion, mientras que para V.P., al contrario, la velocidad del
aumento fué mayor durante las primeras 8 horas. Estas cinéticas también son similares
parcialmente con las realizadas en los trabajos de Hung ez al (1980), donde ellos
encontraron valores muy bajos de V.A. durante las primeras horas de aereacion del aceite
de pescado sometido a oxidacion creciente y mencionan que durante las primeras horas de
aereacion V.A. no es recomendable para monitorear los cambios oxidativos del aceite de
pescado.

De las tres t€cnicas empleadas para monitorear el grado de oxidacion del aceite de
pescado, el V.P. fué el mas sencillo, rapido y confiable en comparacion que las otras dos
técnicas que son espectrofotométricas y que pueden dar lecturas al espectrofotémetro muy
variables ain en una misma muestra, sin embargo las tres t€cnicas se realizaron por ser las
mas utilizadas para aceites tanto de origen animal como vegetal (A.O.A.C. 1990).

Por otra parte los valores de perdxido reportados por el laboratorio de Ralston
Purina para nuestro aceite experimental (tabla No. 5), son infericres (con un factor de 2X)
a los encontrados en nuestro laboratorio posiblemente por que se empled una té€cnica
diferente con una distinta metodologia. El V.P. de 6 meqg/kg de aceite determinado en
nuestro laboratorio fué adecuado ya que se realizaron hasta con 5 replicados; ademas las
especificaciones enviadas por Zapata Proteins para este indicador fueron un contenido
inferior de 10 meq/kg de aceite.

Los valores de T.B.A. reportados tampoco son parecidos, pero no difieren tanto
como los de V.P.; las diferencias en los resultados podrian deberse a diversas causas como
quimicos, reactivos y solventes utilizados, el material y ¢l equipo empleado, sin embargo lo

importante a considerar es que los valores se incrementan conforme se aumenta el grado
de oxidacidn del aceite de pescado.

58



VIIL.1.2. CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DEL ACEITE
: DE PESCADO.

Se observé que a medida que aumentd el grado de oxidacion del aceite de pescado,
los principales 4cidos grasos que mas disminuyeron (en un 18-20%) fueron los de la familia
omega-3, especialmente el 20:5w-3 eicosapentaenoico (EPA)y el 22:6 @-3 docosahexaenoico
(DHA) que son considerados como esenciales para el camardn (Akiyama y Dominy, 1989).
Por otra parte los acidos grasos linoleico 18:2w-6 y linolénico 18:3w-3 considerados como
semiesenciales, parecen resistir mejor la oxidacién, ya que no mostraron cambios tan
drésticos entre los diferentes grados de oxidacién del aceite de pescado (sélo disminuyeron
5y 10 de su cantidad inicial, respectivamente).

Estos resultados son similares a los reportados por Hung el al. (1981), donde
encuentran que la oxidacién inducida en el aceite de pescado de arenque, ocasiona cambios
en los 4cidos grasos poliinsaturados con la destruccién principalmente de los acidos grasos
w-3 excepto en los acidos grasos w-6 entre el aceite fresco y el aceite altamente oxidado.

Por otra parte la composicion de acidos grasos emtre el aceite frescc y el
moderadamente oxidado no fué muy diferente en comparacién con el aceite altamente
oxidado, en el cual si es evidente una composicion diferente, en particular menor cantidad
de acidos grasos w-3 que fueron reducidos por la oxidacién en este aceite.

Lo anterior correlaciona perfectamente con los resultados de las evaluaciones
bicldgicas de nuestro experimento, y podrian explicar los bajos crecimientos observados en
los grupos de camarones alimentados con las dietas que contenian aceites altamente
oxidados, aunque al hacer los calculos tedricos de acidos grasos en los alimentos, éstos
cubren el requerimiento atin después de la oxidacion (si no se considera otro tipo de
perdida).

Se considera que la delipidacion de los ingredientes: harina de pescado y camarén
fué adecuada ya que estos dos ingredientes son fuente importante de Acidos grasos
poliinsaturados (Opstved, 1985), especialmente la harina de pescado por su alto porcentaje
de inclusién en la formula experimental. Lo anterior di6 la seguridad de que el efecto de
la oxidacién fuera generado solo y exclusivamente por el aceite de pescado experimental.
Las otras fuentes no fueron consideradas, ya que el porcentaje de lipidos de cada una de
ellas fué minimo y los acidos grasos que aportaban fueron principalmente de la familia ©-6
que no son tan suceptibles a la oxidacién como se observé anteniormente (Tabla No. 6).

VIL.2. ANALISIS DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Por la composicién nutricional de los ingredientes utilizados para elaborar los
alimentos experimentales basados en la formulacion: a un nivel de proteina del 30 % y un
nivel de lipidos alrededor de un 7.5 %, se puede inferir que se cubrieron los requerimientos
nutricionales con las dietas experimentales suministradas a los camarones, aunado lo
anterior a que por la homogeneidad en la composicién proximal estas tuvieron
caracteristicas de ser isoproteicas, isolipidicas e isocaloricas de acuerdo a las
recomendaciones de Akiyama (1991).

La estabilidad de los alimentos es un parametro de gran utilidad e importancia
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teniendo en cuenta la forma de alimentarse de los camarones, se puede deducir la necesidad
- de una presentacion adecuada del alimento, para los animales en cultivo: los pelets 6
granulos deben tener una consistencia y un tamafio adecuado para que los crusticeos
puedan manipularlos ficilmente con la ayuda de sus apéndices, sin que se rompan en
pequeiios pedazos y ademas puedan ser estables en el agua, un tiempo suficientemente
largo, sin deshacerse antes de ser consumidos (Cruz Suarez, 1990). En el presente trabajo
los alimentos que se elaboraron presentaron una gran estabilidad y poca pérdida de materia
seca durante el tiempo en que se sometieron a la prueba de lixiviacidn;, ademas por
apreciacion visual se comprob6 que los alimentos permanecian estables por méas de 8 horas
en el agua. Por lo se pude inferir que los organismos consumieron alimentos con los

beneficios de la formulacion.
VI1.3. ANALISIS DEL GRADO DE OXIDACION DE LAS DIETAS

Mientras que las técnicas fueron utilizadas para determinar el grado de oxidacién del
aceite de pescado sin interferencia alguna, estas fueron dificiles de implementar para
determinar la rancidez de la grasa del alimento experimental. Ya que ambos métodos son
colorimétricos, son afectados por la gran cantidad de pigmentos cromdgenos provenientes
de los alimentos que interfieren grandemente en las determinacion del grado de oxidacién.
Por otra parte el # de T.B.A. parece ser mejor que V.P.y V.A, para determinar la rancidez
de los alimentos, debido a que la grasa extraida se somete a una destilacion donde los
pigmentos son removidos evitando la interferencia durante la espectrofotometria. Sin
embargo los valores encontrados para V.P. y # T.B.A. fueron més bajos de lo esperado.
Esto concuerda con lo reportado por Murai y Andrews (1974) y por Hung et al (1980),
donde los valores de V.P., V.A.y # de T.B.A. del aceite de pescado fresco, moderadamente
oxidado y altamente oxidado fueron significativamente mas bajos cuando se mezclaron con
los ingredientes y se peletizaron las dietas. Ellos atribuyen la disminucién en parte a un
efecto de dilucién, ya que el aceite fué adicionado en un 7.5 % a la dieta, y a que puede
haber una destruccion de malonaldehido (M.A.) durante la peletizacion de las dietas,
ademas los productos de la rancidez formados durante la oxidacion del aceite de pescado
al mezclarse con los otros ingredientes posiblemente pueden unirse e interactuar con
algunos componentes del alimento como las proteinas, aminoécidos, etc. haciéndolos no
disponibles para su extraccién con solventes (Badui 1993). En este caso la rancidez del
aceite en la dieta queda confirmado por el mis bajo crecimiento presentado en los
organismos alimentados con las dietas D6 y D8 en comparacion a los alimentados con las

dietas D1 a D4.
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VIL4. EFECTOS DEL GRADO DE OXIDACION DEL ACEITE DE PESCADO Y DE
[.A SUPLEMENTACION O NO CON VITAMINA E.

El grado de oxidacién utilizado en este experimento permitié cubrir un amplio rango
de rancidez para conocer su efecto en el camarén blanco Penaeus vannamei. En previos
trabajos realizados en peces donde se utiliz6 el grado de oxidacién "ligeramente oxidado"
(V.P.= >10y <30 meg/kg), no se encontraron diferencias significativas con el grado "fresco”
(Hung et al. 1980 y 1981), por lo cual este grado de oxidacién fué descartado del disefio

experimental. _
VIL.4.1. SOBREVIVENCIA

Aunque en los primeros 28 dias del experimento no se encontraron efectos en
sobrevivencia por el grado de oxidacién, ni por ]a suplementacién con vitamina F, las altas
mortalidades que se encontraron en los grupos de camarones alimentados con la D1(aceite
fresco + ETQ) (mortalidad no esperada) a los 42 dias, D3 a los 42 dias y D6 a los 56 dfas,
posiblemente esten relacionadas principalmente a deficiencias de vitamina E, ya que las tres
dietas no fueron suplementadas con esta; esto se vié aumentado debido a que los camarones
recibieron un pretratamiento que consistié en alimentarlos durante 8 dias con una dieta
libre de vitamina E para que disminuyeran sus reservas de esta vitamina; posiblemente este
pretratamiento no fué lo suficientemente severo para disminuir completamente sus reservas
y es por ello que no mostraron una mortalidad tan temprana; sin embargo después de
cuatro semanas posiblemente estas reservas empezaron a agotarse y fué cuando empez6 a
encontrarse una mortalidad importante aunque se les haya alimentado con una dieta con
aceite fresco que es una fuente de vitamina E; posiblemente la vitamina E (no protegida)
presente en el aceite pudo haber sido degradada durante la peletizacion.

Esto concuerda con la alta mortalidad y disminucion del crecimiento que fueron
observados por He e al. (1952) al alimentar a postlarvas de Penageus vannamei (40 mg de
peso promedio) con dietas semipuras deficientes en vitamina E, despiies de 14 dias de
experimentacion; sin embargo la mortalidad temprana presentada en este caso podria
deberse a que las dietas fueron semipuras, ademas en el el proceso de extrusion, al elaborar
los alimentos pudo haber perdido cierfa cantidad suplementada de vitamina E, ya que no
fueron protegidas por algiin antioxidante. En el presente caso algin ingrediente utilizado
en la dieta compuesta pudo aportar cierta cantidad que mantuvo a los organismos durante
un tiempo mas largo; ademas las dietas fueron protegidas con ETQ para evitar una
oxidacion y proteger a la vitamina E durante la extrusién. Por otra parte He et al. (1992),
mencionan que la vitamina E es esencial para los camarones para mantener una buena
sobrevivencia y un crecimiento normal, ya que como antioxidante liposoluble intracelular
evita la oxidacidon de los 4cidos grasos poliinsaturados de las biomembranas en los tejidos
y en alimentos. ’

He y Lawrence (1993), al alimentar a postlarvas (PL5-6) de P. vannamei de 0.14 g
de peso promedio con dietas semipuras con diferentes niveles de vitamina E, no
suplementadas con antioxidante sintético encontraron que 100 mg/kg de dieta de vitamina
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E era ¢l nivel satisfactorio. El nivel suplementado en las dietas del presente experimento,
es similar al de He y Lawrence, corroboré que éste es el adecuado para dar una
sobrevivencia aceptable, sin generar un exceso que actuara como antioxidante en el
alimento.

En el caso de la alta mortalidad de los camarones alimentados con la D1, esta es
similar a la reportada por Murai y Andrews (1974), quienes encontraron importantes
mortalidades en bagres de canal Icialurus punctatus, cuando se les alimentd con dietas
conteniendo lipidos no oxidados, sin antioxidante sintético. Asi mismo mencionan que la
presencia de acidos grasos poliinsaturados 9 aceites oxidados, aumenta la severidad de las
deficiencias de la vitamina E.

En cuanto al efecto de la rancidez sobre la sobrevivencia, se puede constatar que no
hubo més mortalidad en los camarones alimentados con la D6 que con la D1 y D3 por lo
que la rancidez del aceite (en una dieta suplementada con ETQ, pero sin vitamina E) no

provoca mortalidad adicional.
Lo anterior concuerda con las altas sobrevivencias encontradas em los trabajos

realizados por Hung ef al. (1980 y 1981) sobre ¢l efecto de los aceites oxidados de arenque
en la trucha arcoiris Salmo gairdneri, los cuales no mostraron mortalidad importante ni
diferencias significativas en los organismos alimentados con dietas conteniendo aceites
frescos y altamente oxidados (V.P.= 6 a 120 meq/kg de aceite), debido a que durante todo
el experimento las dietas presentaron un nivel de vitamina E superior al recomendado para
estos organismos, por lo que se cubrieron adecuadamente las necesidades.

Por su parte Koshio et al. (1993) al alimentaz a larvas de Penaeus japonicus con dietas
conteniendo aceites oxidados de diferentes fuentes: maiz, higado de calamar e higado de
pollack incluidos a un 11 % de la formulacién con un V.P. de 0.6 a 39.8 meq/kg de aceite,
no encontraron mortalidad en los organismos alimentados. Ellos también alimentaron a
juveniles de P. japonicus de 0.200 g de peso promedio con dietas contepiendo aceites
oxidados de maiz e higado de pollack con V.P. de 0.6 a mas de 40 meq/kg de aceite, sin
observar mortalidad después de 30 dias de alimentacion, lo anterior debido posiblemente
a que la mezcla vitaminica utilizada en la dieta cubrié adecuadamente los requerimientos
ya que no se observaron signos de deficiencia de vitamina E, como alta mortalidad.

En el presente estudio , la ausencia de mortalidad adicional por rancidez en dietas
sin vitamina E (pero con ETQ) obliga a pentsar que la rancidez en si no provoca mortalidad,
sin embargo no se sabe si la presencia de ETQ en las dietas fué responsable de esta
ausencia de respuesta a la rancidez en términos de mortalidad. Un eventual efecto protector
del ETQ, no puede ser demostrado, ya que no se cont con con una dieta con aceite fresco
sin ETQ y vitamina E; s6lo se conté con la dieta 5 (aceite altamente oxidado sin ETQ, ni
vitamina E), para la cual la mortalidad fué mas precoz.

VIL.4.2. TASA DE CRECIMIENTO

El analisis bifactorial del efecto de la suplementacién con vitamina E y del grado de
oxidacion demostré que el crecimiento fué afectado significativamente solo por el alto grado
de oxidacion (V.P.= 100 meq/kg de aceite).

Las respuestas en crecimiento son similares a las reportadas por Koshio et al. (1993);
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ellos al alimentar a juveniles de Penaeus japonicus con dietas conteniendo aceite fresco,
ligeramente y moderadamente oxidado (V.P.= ‘0.6, 24.6, y 39.8 meq/kg de aceite
respectivamente) no encontraron un efecto significativo al utilizar estos grados de oxidacion
sobre el crecimiento. o

En el presente experimento la similitud de la tasa de crecimiento en los camarones
alimentados con dietas conteniendo aceite fresco y aceite moderadamente oxidado
posiblemente se deba en parte a la casi similar composicién de acidos grasos que
presentaron ambos aceites (inica fuente de lipidos con acidos grasos poliinsaturados w-3);
ademas la baja tasa de crecimiento en los camarones alimentados con aceite altamente
oxidado se podria explicar por la disminucion de acidos grasos esenciales w-3 principalmente
E.P.A y D.HA. demostrada por el andlisis de 4cidos grasos (Tabla No. 6), sin embargo
aunque tedricamente si se cumple con los requerimientos recomendados por Akiyama
{1991) para los acidos grasos esenciales, no se descarta alguna pérdida durante la extrusién
y desafortunadamente como se mencioné anteriormente a la fecha de impresién de este
escrito aun no se contaba con los analisis de acidos grasos de las dietas que permitiera
emitir una conclusién mas contundente; por otra parte la baja en crecimiento de estos
grupos también pudo verse influida por el bajo consumo que se observo y que se menciona
posteriormente.

Por su parte Hung et al. (1980 y 1981) al alimentar a trucha arcoiris Salmo gairdneri
con dietas conteniendo aceites fresco, moderadamente oxidados y altamente oxidado (V.P.=
6, 50 y 120 meq/kg de aceite respectivamente) a un nivel de inclusién de 7.5 % de la
formulacién, no mostraron diferencias significativas después de alimentarlos durante 24
semanas. Lo anterior probablemente debido a que aun las dietas conteniendo aceite
altamente oxidado presentaron més del 1 % del peso de acidos grasos poliinsaturados «-3,
satisfaciendo asi los requerimientos de estos dcidos grados para las truchas.

Murai y Andrews (1974) mencionan que sélo se observé una sustancial reduccion del
crecimiento en los bagres de canal Iciahaus punctatus con dietas conteniendo niveles
extremadamente altos de aceite oxidado y bajos niveles de a-tocoferol despues de
alimentarlos durante 16 semanas.

Por lo tanto se puede inferir que las bajas tasas de crecimiento son probablemente
el resultado de deficiencias de acidos grasos w-3 y por el consumo menor de alimento,
ocurriendo solo a un alto grado de oxidacion (V.P.= 100 meq/kg de aceite).

Vil.4.3. TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA

En este experimento aparentemente la tasa de conversion alimenticia no se afectd
significativamente por el grado de oxidacién del aceite de pescado, ni por la suplementacién
de vitamina E, lo que concuerda con los resultados de Hung et al (1980 v 1981).

VIL4.4. TASA DE CONSUMO

En los experimentos llevados para determinar el efecto de Ia oxidacion del aceite de
pescado sobre peces, no se determinaron las tasas de consumo de alimento a excepcion del
experimento de Koshio et al. (1994), sin embargo este investigador encontré un consumo
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ligeramente disminuido pero no se encontraron diferencias significativas. En el presente
trabajo se encontrd que la tasa de consumo de alimento se afect6 significativamente por el
grado alto de oxidacién del aceite de pescado. Los camarones que menos consumieron
alimento fueron aquellos alimentados con dictas conteniendo aceite altamente oxidado. Este
resultado se asemeja a lo observado en especies terrestres como: cerdos, ganado, aves, etc.,
ya que los lipidos son los responsables del sabor del alimento, se ha visto que los productos
de 1a rancidez como 4cidos y aldehidos son los responsables principales de olores y sabores
relacionados con grasas oxidadas, que reducen significativamente la palatabilidad del
alimento haciendolos menos aceptados para su consumo (McDonald et al. 1993). Se ha
observado que en cerdos los cuales tienen un sentido del gusto muy desarrollado, cuando
s¢ les administra alimentos con lipidos rancios no lo consumen.

En el presente estudio, el consumo disminuido por la rancidez explica la reduccién
del crecimiento mencionado anteriormente. En ausencia de efecto de la rancidez sobre la

iasa de conversion alimenticia, el consumo menor explica el crecimiento menor con

aceites
altamente oxidados. ’

VIL45, RELACION HEPATOSOMATICA

Al alimentar a los camarones con aceites oxidados, se esperaba una atrofia y un color
plido del hepatopancreas (Liao et al., 1977; Lightner y Redman, 1985). Sin embargo se
encontrd que los mayores hepatopéancreas fueron los de aquellos alimentados con las dietas
conteniendo aceite altamente oxidado, mientras se observd una atrofia para las dietas no
suplementadas en vitamina E. Por otra parte, se observé una coloracién acentuada en los
camarones moribundos, que parece estar relacionada al sindrome de "enfermedad roja"
descrita por Liaoc et al. 1992.

Es probable que la atrofia del hepatopancreas mencionada por los autores op. cit.
era debida a la carencia de vitamina E, provocada por la rancidez, ya que la vitamina E
probablemente no era protegida por algun antioxidante, y fu€ consumida por las reacciones
de oxidacién en el alimento. Sin deficiencia de vitamina E, la rancidez mas bien provocaria

problemas de fipo metabdlico por la carencia de Aacidos grasos poliinsaturados (bajo
crecimiento, higado graso).

VIL5. EFECTO DE LA SUPLEMENTACION O NO CON VITAMINA E Y DE LA

SUPLEMENTACION O NO CON ANTIOXIDANTE SINTETICO ETOXIQUIN
(ETQ).

VILS.1. TASA DE SOBREVIVENCIA

La alta mortalidad encontrada en los camarones alimentados con la D5 (AAO y no
suplementada) era de esperarse, debido a que los camarones recibieron un pretratamiento
para agotar sus reservas de vitamina E (mencionado anteriormente). Por otro lado por el
consumo de dieta con lipidos rancios se presentd una temprana y alta mortalidad. Como se
menciond anteriormente la alta mortalidad esta relacionada con la deficiencia de vitamina
E, la cual se aumentd por la presencia de lipidos rancios.
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He et al. (1992) mencionan que la vitamina E es el antioxidante intracelular que
protege a los dcidos grasos de las biomembranas de la oxidacién. He ef a/ (1993) mencionan
que la vitamina E previene la peroxidacién de los 4cidos grasos de fosfolipidos y colesterol
en membranas celulares y subcelulares; el aumento en la suceptibilidad de los lipidos de las
membranas a la peroxidacién es el signo més comiin de deficiencia en la mayoria de los -
animales. Ellos encontraron que la susceptibilidad a la peroxidacién estimulada por el dcido
ascorbico fu€ menor en las membranas microsomales y mitocondriales del hepatopancreas
que. del musculo. Estas diferencias sugieren que la vitamina E esta més concentrada en el
hepatopancreas, lo cual es similar en peces (higado).

En este experimento se estan realizando analisis de vitamina E en ¢l hepatopancreas
y en el misculo de los camarones alimentados con las dietas suplementadas o no con
vitamina E y/o ETQ. Desafortunadamente a la fecha de la redaccién de este manuscrito no
se contaba con los resultado de los analisis para comprender mejor los resultados
encontrados.

Por otra parte Murai y Andrews (1974) mencionan que la presencia de dcidos grasos
poliinsaturados y la presencia de lipidos rancios aumenta la severidad de deficiencia de
vitamina E. Se puede pensar que la rancidez actia a este nivel, aumentando la
susceptibilidad a la peroxidacién en las biomembranas que repercuti6 en la alta mortalidad.

En el caso de los grupos D6 y D8 se observé que la suplementacién con ETQ fué
benefica en disminuir la mortalidad en los camarones alimentados con dietas conteniendo
aceite altamente oxidado suplementada con ETQ (D6); este grupo de camarones mostro
mayor sobrevivencia que aquellos alimentados con la D7 (AAO+VIT E), sin embargo,
cuando se suplementa con ambos se observa un mayor sobrevivencia.

He y Lawrence (1993) encontraron que al suplementar dietas con 16 mg de BHT/kg
de dieta fué altamente efectivo en inhibir la peroxidacién de los lipidos dietéticos. Sin
embargo poco efecto antioxidante fue observado en la peroxidacién lipidica estimulada por
el 4cido ascOrbico en las membranas microsomales y mitocondriales. Estas evidencias
sugieren que el BHT actiia mejor como antioxidante in vifro que in vivo. Draper 1980
(Citado por He y Lawrence 1993) sugiere que la inhabilidad de los antioxidantes sintéticos
en substituir a la vitamina E se puede deber a la ineficiente absorcién, transporte,
translocacién a las membranas celulares.

El efecto benéfico de reduccién de la mortalidad fué también encontrado por Hung
et al. (1981) al alimentar a trucha arcoiris con dietas conteniendo aceites altamente oxidados
(P.V.= 120 meq/kg de aceite) suplementadas con ETQ, después de alimentarlos durante 24
semanas encontraron que el ETQ fué benefico en reducir la mortalidad sélo en aquellos
peces alimentados con dietas conteniendo aceite altamente oxidado, sin la suplementacién
de vitamina E. .

Los efectos benéficos de la suplementacion con ETQ en prevenir la mortalidad en
el presente estudio, no fueron observados por Murai y Andrews (1974). Estos autores
alimentaron a bagres de canal Ictalurus punctatus con dietas con 10% de aceite oxidado
(V.P.= 60 meq/kg de aceite), y sin la suplementacién de vitamina E. Despues de 16 semanas
de alimentacién, no se observaron diferencias en mortalidad en los bagres alimentados con
las dietas antes mencionadas ni con la suplementacién de 0 6 125 mg de ETQ/kg de dieta.

>
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VILS5.2. TASA DE CONSUMO

Durante la primera parte del experimento, no se encontraron efectos por la
suplementacion con vitamina E, ni por la suplementacién con ETQ. A los 56 dias del
bioensayo se encontraron efectos significativos por la suplementacion con ETQ ya que fué
benéfica: aumento la tasa de consumo (atin en presencia de aceite altamente oxidado).
Como se ha visto y mencionado anteriormente en los diferentes trabajos realizados con el
tema en peces y crusticeos no se reporta este parametro y solo se puede comparar con
especies terrestres donde se ha visto que las dietas rancias tienen menor apetecibilidad
(McDonal et al., 1993). Ademas se puede suponer que la suplementacion con vitamina E

y ETQ impidieron un desarrollo mayor de la oxidacion durante el procesamiento y
almacenamiento de la dieta.

VIL5.3. TASA DE CRECIMIENTO

Para este grupo de camarones alimentados todos con aceite altamente oxidado,
suplementados o no con vitamina E y/o ETQ, no se encontraron efectos significativos
durante los primeros 42 dias del experimento, esto posiblemente debido a la ausencia de
efecto de alguno de los factores durante el primer mes del bioensayo. A los 56 dias es claro

el mayor efecto benefico del ETQ+VIT E sobre la dieta con vitamina E séla en este
parémetro.

VIL5.4. TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA

Este pardmetro no fué afectado significativamente en todo el bioensayo, posiblemente
también este relacionado como se ha mencionado anteriormente a que todos los camarones
fueron alimentados con el mismo aceite altamente oxidado que contenia la misma
composicion de acidos grasos poliinsaturados y aunque las dietas fueron suplementadas o

no con vitamina E y/o ETQ, estos no ejercen ninguna influencia en este parametro (sdlo en
sobrevivencia).

VIL5.5. RELACION HEPATOSOMATICA

Tal y como se esperaba, los hepatopancreas de los camarones alimentados con AAO
(D5), fueron los més pequefios, sin embargo no existen diferencias significativas con los
otros grupos (D6, D7 y D8), por otra parte se encontré un efecto significativo por la
suplementacion con ETQ (P=.07 asumiendo un riesgo del 7%) y se observod que los
hepatopancreas de los camarones alimentados con la D6 (AAO+ETQ) fueron mayores a
los de los camarones alimentados con D5 (AAO) y D7 (AAO+VIT E), sin embargo como
se ha visto anteriormente, cuando esta presente la vitamina E y el ETQ, se encuentra una
respuesta positiva ya que los hepatopancreas de los camarones alimentados con la D8
(AAO+VIT E+ETQ) son aun mayores (no significativo) que los de los otros camarones
mencionados anteriormente.

El efecio benefico del ETQ sobre el hepatopéncre;as visto en este experimento
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contrasta con lo encontrado por Bautista et al. (1992), el cual menciona que en el
- hepatopancreas de juveniles de camarén Penaeus monodon todos los antioxidantes sintéticos
que se han probado (BHT, BHA, propil galato, ETQ) afectan al érgano ya que se
observaron cambios histopatoldgicos, pero no afectan el crecimiento. Lo anterior
posiblemente sea a consecuencia de una sobredosis de antioxidante ¥ que efectivamente
cause algun daiio al hepatopéncreas. En este caso se considera que el ETQ fué benefico,

protegiendo la vitamina E todavia presente en el alimento y evitando la atrofia del
hepatopéncreas. '
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VIII. CONCLUSIONES |

EFECTO DE LA RANCIDEZ:
El aceite de pescado altamente oxidado (V.P.= 100 meq/kg de aceite) en presencia
de ETQ, disminuyé la tasa de consumo de alimento y e} crecimiento del camarén blanco

Penaeus vannamei sin afectar la tasa de conversion alimenticia.

EFECTO DE LA VITAMINA E:

La ausencia de vitamina E, a cualquier nivel de oxidacion del aceite de pescado,
provocé mortalidades importantes después de 42 dias de experimentacién, aiin con la
suplementacion de ETQ (130 ppm), sin ser afectados los parimetros de crecimiento, tasa

de consumo y tasa de conversion alimenticia antes de la muerte.

EFECTO COMBINADO DE LA VITAMINA E Y ETOXIQUIN:

La ausencia de vitamina E y ETQ en presencia de aceites de pescado altamente
oxidados provocd una mortalidad precoz, a partir de los 15 dias de experimentacion. La
mortalidad disminuyé significativamente sélo con la presencia combinada de vitamina E (100

mg/kg de dieta) y ETQ (130 mg/kg de dieta). Ademas, la suplementacién con ETQ mejord
el consumo y crecimiento a los 56 dias.

RELACION ENTRE LOS DIFERENTES FACTORES ESTUDIADOS.

La mortalidad observada en este experimento, parece estar relacionada a una
deficiencia de vitamina E, pero no a la rancidez.

La rancidez no tuvo efecto negativo sobre la sobrevivencia, pero si provocd una
disminucién del consumo y, por lo tanto, del crecimiento ya que la tasa de conversién no
fué afectada. El efecto sobre el consumo podria ser por 1a mala palatabilidad generada por
los productos de la oxidacion: aldehidos y cetonas.

La reduccién del 20% del contenido en acidos grasos esenciales ©-3 en el aceite de
pescado altamente oxidado no parece haber tenido un impacto mayor sobre la calidad

nutricional de la dieta, ya que las tasas de conversion alimenticias fueron uniformes.
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Posiblemente el deteriodo de los acidos grasos esenciales del aceite mas oxidado, no fué lo

suficientemente fuertes para no cubrir los requerimientos, con el nivel de inclusién de
aceite utilizado.

La suplementacién con ETQ mejord la sobrevivencia, probablemente debido a la
proteccién conferida a la vitamina E contra las reacciones de oxidacién ocurridas en el
alimento; también aumentd el consumo, posiblemente por que limité una oxidacién

adicional de los acidos grasos insaturados durante el proceso del alimento.

RELACION DE LA CALIDAD NUTRICIONAL DEL ACEITE CON LOS

INDICADORES DE OXIDACION.

Un aceite (menhaden) se puede consider de buena calidad nutricional para Penaeus
vannamei si su grado de oxidacién no rebasa un limite ubicado entre 50 y 100 meqg/kg de
V.P., 30 y 50 mgMA de T.B.A., 6 50 y 180 Densidad Optica de V.A.; ubicados estos rangos
con aceites estabilizados con 130 ppm de ETQ, y adicionados a dietas suplementadas con
vitamina E (100 ppm) y ETQ (130 ppm).

De las técnicas: V.P., # T.B.A. y V.A. utilizadas para determinar la oxidacién o
rancidez, V.P. fu€ la mas practica, sencilla y confiable para el aceite de pescado, pero

ninguna de las tres di6 resultados confiables después de que los aceites fueron adicionados
a las dietas y estas fueron peletizadas.

RELACION HEPATOSOMATICA

La carencia de vitamina E parece ser la responsable de la atrofia del hepatopéancreas.
La suplementacion de ETQ en la férmula suprimi6 este problema, probablem‘ente por su
efecto protector de la vitamina E durante el proceso de 1a dieta. La rancidez (en presencia
o ausencia de vitamina E) provocé un aumento de la relacion hepatosomatica, por razones

que el presente experimento no permite esclarecer y que se espera esclarecer a travez del
estudio histopatologico.
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METODO DE OXIGENO ACTIVO PARA COMPARAR LA ESTABILIDAD DE
ACEITES Y GRASA (AOM A.0.CS. Oficial Method Cd 12-57, 1989).

INTRODUCCION.

La estabilidad a la oxidacién de aceites o grasas, depende de la habilidad a resistir
la reaccién del oxigeno atmosférico con los enlaces dobles de los 4cidos grasos de la
molécula de triglicérido, provocando la formacién de perdxidos e hidroperéxidos. El
avance de esta auto-oxidacién puede ser evaluado al analizar el contenido de peréxidos
en las grasas o aceites a intervalos regulares de tiempo. La finalizacién de este anilisis se
Heva a cabo cuando en la grasa o el aceite se nota la rancidez, en olor y sabor.

En este método de oxigeno activo (AOM), una muestra de grasa o aceite se
expone a una temperatura constante de 97.8 °C y a un burbujeo de aire; se toma una
pequena porcién de muestra y periodicamente se anahza el contenido de perdxido
mediante una titulacién iodométrica.

Los valores aceptados para el final de esta prueba son de 70 miliequivalentes por
kilogramo; para aceites vegetales y de 20 miliequivalentes por kilogramo para grasa
animal (puede ser también de 100 y 50 meq/kg, respectivamente).

EQUIPO
Una unidad AOM, consta de los siguiente:

a) Sistema de distribucion de aire con control de flujo (el aire deberi estar libre de
compuestos oxidantes y de humedad).

b) Tubos de aereacién.

c) Bafio térmico con control de temperatura, se emplea aceite térmico (DOP),

etilenglicol, ete.

Material de laboratorio de vidrio

a) Matraces Crlenmeyer de 250 mL

b) Pipetas 1.0 ml

<) Probetas de 50 ml

d) Vasos de precipitados de 30 y 250 ml
Balanza analitica de 1 mg de seansibilidad.
Bureta de 10 ml, con diviciones de 0.5 ml

REACTIVOS
Solucién indicadora de almidén, 1%
Solucién saturada de yoduro de potasio
Mezcla de acido acético-cloroformo, 3:2
Solucién de tiosulfato de sodio valorada, 0.002N
Agua destilada

PROCEDIMIENTO

L Colocar la muestra de aceite o grasa en el tubo de aereacién, de 20 a 25 ml,
marcando el tubo de acuerdo con la muestra que contiene (las grasas sélidas se pueden
calentar a una temperatura 70 oC para lograr la completa, licuefaccién).

2. Introducir la pipeta en los tubos y conectar el sistema de burbujeo de aire a cada
tubo, asi como colocar los tubos dentro del banio de aceite; dicho baiio debe cubrir
totalmente a la parte del tubo donde se encuentra la muestra. El flujo de aire debe de
ser de aproximadamente 0.2 6 0.3 ml/seg (presion de 10 psi aproximadamente).

3. Determinar el indice de peroxidos inicial de cada una de las muestras si se trata
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de diferentes tipos de grasas o aceites, si se colocan varios tubos de una misma muestra,
con analizar uno es suficiente, :

4, El monitoreo de cada tubo se realiza a intervalos de tiempo regulares, por
‘ejemplo para muestras sin antioxidaates se pueden tomar alicuotas cada 2 hr; para

aceites o grasa con antioxidantes se puede muestrear cada 3 6 4 hr, de acuerdo a como -
avance la oxidacién.

5. El procedimiento de muestreo es como sigue:

a) Desconectar ¢l flujo de aire de los tubos.

b) Con la pipeta del tubo de aereacién se toma la muestra y se colocan 9 6 10 gotas
en un matraz Erlenmeyer, con lo que se obtendra de 0.15 a 0.3 g de muestra.

c) Conectar de nuevo el flujo de aire a cada uno de los tubos de aereacion.

6. Para determinar el indice de perdxidos, se siguen los pasos que se describen en el
método correspondiente. '

7. La oxidacion acelerada se prosigue hasta un valor de 70 a 100 meq para aceites
vegetales y de 20 meq a 50 meq para grasas animales.

8. En cada muestreo se anota la hora en que fué tomada la alicuota asi como el

resultado del anilisis de peréxidos. Cor estos datos se llena una tabla, la cual servird
para realizar una grifica en la cual se tendré el indice de peréxidos contra tiempo en
horas.

9. De la grifica se leerd las horas correspondientes a 70 meq, para aceites vegetales,
¥ 20 meq, para grasas animales, y éstos valores se reportarin como el niimero de horas

requeridas para oxidar dicho aceite o grasa (también se denominan horas AOM de
estabitidad).

NOTAS ADICIONALES

1. Este método es aplicable a grasas y aceites que fundan a 97.8 oC pero no es
aplicable a los productos que contengan dichas grasas.

2. Las causas mis frecuentemente de error en este método puede ses:

a) Control inadecuando de la temperatura en el baiio de aceite.

b) La mala limpieza del material (tubos de aereacién, matraces, buretas, etc). El

material debe estar perfectamente seco y limpio. Para ayudar en la limpieza de los tubos
de aereacién, se puede utilizar la misma solucién de dcido acético-cloroformo.

c) La solucién de 4cido acético puede tener perdxidos, por lo que es necesario
evaluar una prueba en blanco para medir el indice de perdxidos, es decir a un matraz sin
muestra se le agregan todos los reactivos necesarios, si se nota una coloracion azul se
procede a titular con el tiosulfato, anotando el volimen gastado, el cual sera registrado
del volimen que se utilice en la titulacion de un matraz que contenga muestra.

d) Insuficiente limpieza del aire usado en el burbujeo, o variaciones en el flujo
empleado (control inadecuado). Para realizar la limpeza del aire es necesario colocar
trampas con solucién de dicromato de potasio y de agua destilada, antes de que el aire
llegue a los tubos.

°) Descomposiciéu de la solucién de yoduro de potasio. Para evitar este problema es
necesario mantenerla en refrigeracion, guardar en un frasco ambar. Es preferible

preparar solucion para cada 2 6 3 dias, guardandola en refrigeracién después de cada
analisis.

f) La solucién indicadora de almidén se debe guardar en un lugar fresco y se puede
emplear durante dos dias, llevandola a ebullicién en el segundo dia.
g) Solucion de tiosulfato mal valorada o contaminada; ésta solucién se debe valorar

minimo cada mes, guardandola en un lugar fresco.
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. TECNICAS DE EVALUACION DE LA OXIDACION

VALOR PEROXIDO (IAFMM, 1981. Fish oil Bulletin No. 7 "Método de anélisis
recomendado para la determinacién del valor peréxido en aceites de pescado”).
Maétodo oficial AOAC 965.33, 1990.

1. General
El método determina el valor peréxido de los lipidos en la muestra. Esto es muy
empirico y cualquier variacién en el procedimiento puede ocasionar variacion en los
resultados, '

2 Principio
Todas las sustancias las cuales se oxidan con ioduro de potasio bajo las
condiciones de la prueba son determinadas.

3 Aparatos
Pipeta Mohr; tipo de medicién; 1 ml de capacidad.
Matraz Erlenmeyer; con tapén de vidrio; 250 ml

4. Reactivos :

Todos los reactivos deberin ser de calidad analitica.

Antioxidante BHT.

Acido acético-solucidn cloroformo (preparada mezclando tres partes de volimen
de acido acético glacial con dos partes del volimen de cloroformo).

Solucién ioduro de potasio, saturada. Almacenada a la obscuridad. Prueba diaria
adicionando 2 gotas de solucién de almidén a 0.5 ml de la solucién ioduro de potasio en 30 ml de solucién
cido acética-cloroformo. Si se forma una coloracién azul y requiere
mis de 1 gota de 0.1 N de solucién de tiosulfato de sodio, descarte la solucién de ioduro
de potasio y prepare un nuevo lote.

Solucién de tiosulfato de sodio, aproximadamente 0.1 N, estandarizada.

Solucién de tiosulfato de sodio, aproximadamente 0.01N, estandarizada. Fsta e
solucién debera ser preparada diluyendo 10 veces la solucion 0.1N con agua destilada
recientemente hervida.

Solucién indicadora de almidén, 1 g de almidén soluble en 100 ml de agua
destilada.

5. Meétodo

Pesar aproximadamente de 0.5 a 5.0 g de muesira y aproximadamente 0.03 g de
BHT en un matraz Erlenmeyer con tapén de rosca de 250 ml y adicione 30 ml de la
solucién acética-cloroférmica. Agite el matraz para que la muestra se disuelva. Adicionar
0.5 ml de solucién de ioduro de potasio saturada utilizando la pipeta Mohr.

Todas las soluciones deberfn ser almacenadas en la obscuridad con agitaciones
ocasionales por 1 min y adicionar 30 ml de agua destilada.

Titular con tiosulfato de sodio 0.1N adicionandolo gradualmente y agitando
vigorosamente hasta que desaparezca el color amarillo. Adicione aproximadamente 0.5
ml de solucién indicadora de almidén y continue la titulacidn, agite vigorosamnete el
matraz hasta el punto final y extraiga todo el ioduro de la capa cloroformica. Adicione el
tiosulfato por goteo hasta que el color azul desaparezca (nota: si la titulacion es menor
de 0.5 ml repita la determinacién utilizando 0.0IN de la solucién de tiosulfato de sodio).

Corra una determinacién del blanco utilizando solamente los reactivos. La
titulacién del blanco no deberd exceder 0.1 ml de la solucién de tiosulfato de sodio 0.1N.
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6. Ciélculos .
El valor peréxido, como miliequivalentes por 1000 gr de muestra.

V.P. =_(S-B) (N) (1000)

peso de la muestra (g)

donde: B= Titulacién del blanco
S= Titulacién de la muestra
N= Normalidad de ia solucién de tiosulfato de sodio.

7. Repetitibidad
Las diferencias entre dos determinaciones corridas simulténeamente o en
sucesiones réipidas por el mismo anilisis no deberd exceder 2.0 miliequivalentes/kg.

V= Vol. de tiosulfato de sodio utilizados
N= Normalidad de tiosulfato de sodio
W= Peso de la muestra en g
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VALOR ANISIDINA (IAFFM, 1981. Fish oil Bulletin No. 8 "Método de anilisis
recomendado para la determinacién del valor anisidina en aceites de pescado”).
List et al. 1974

1. Definicién: el valor p-anisidina es definido convencionalmente como 100 veces la
densidad 6ptica medida en una celda de 1 cm de una solucién conteniendo 1.00 g de el
aceite en 100 ml de una mezcla de solventes y reactivos de acuerdo al método descrito.

2 Principio: la reaccidn de una solucién acStica de compuestos aldehidicos en v
aceite y el reactivo p-anisidina (nota 1), y la determinacién de la absorbancia a 350 nm.

3. Aparatos:

31 Tubos de prueba de 10 ml minimo, con tapones de rosca.

32 Frascos graduados de 25 ml

33 Pipeta 6 bureta automitica.

34 Espectrofotdmetro para observaciones a 350 nm.

35 Celdas con 1(+ 0.01) cm, las 2 celdas de cada par deben ser identicas.

4 Reactivos.

4.1 Iso-octano (2,2,4-trimetilpentano), opticamente claro (nota 2).

4.2 Acido acético glacial, reactivo analitico (nota 3).

43 p-Anisidina, reactivo analitico (nota 4) solucién 2.5 g/l en 4cido acético glacial  (4.2) (nota5).

5. Procedimiento.
La muestra debe estar perfectamente seca y limpia.
Pese de 0.5 A 4.0 g de la muestra, lo mis cercano a 0.001 g, en un frasco volumétrico
(3.2), disuelva y diluya a el volimen con iso-octano (4.1).
Medir la absorbancia (Ab) de la solucién a 350 nm en una celda (3.5) con el
espectrofotémetro (3.4), utilize las celdas de referencia llenando sélo con solventes como blanco.
Pipetear exactamente S ml de la solucién de grasa en un tubo de prueba (3.1) y
exictamente S ml de el solvente en un segundo tubo de prueba por medio de una pipeta
automitica (3.3) adicione exactamente 1 ml de el reactivo p-anisidina (4.3) a cada tubo,
y agite.
Despues de 10 min medir la absorvancia (As) de la solucién en ¢l primer tubo de
prueba en una celda (3.5) a 350 nm, utilizando la solucién del segundo tubo de prueba
como blanco en las celdas de referencia.

6 Expresién de resultados.
El valor p-anisidina (V p-A) se determina con la siguiente férmula:

V.p-A. =25 X (1.2 As - Ab)
m

donde:

As es la absorvancia de la solucion de grasa después de la reaccién con el
reactivo p-anisidina (4.3)

Ab es la absorbancia de la solucién de grasa
m es la masa en g, de la porcidn de prueba,

7 Notas:
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1 En la presencia de cido acético, p-anisidina reacciona con compuestos
aldehidicos en las grasas o aceites. La intensidad de color de los productos formados en
la reaccién amarilla depende no solamente de la cantidad de compuestos aldehidicos
presentes sino tambien a su estructura. Se ha establecido que las dobles ligaduras de la
cadena carbonada incrementan la absorvancia molar 4 0 5 veces. Los medios tales como
alkenos, especialmente pudiera sustancialmente contribuir a los valores establecidos.

2 En algunos casos n-hexano puede ser substituido por iso-octano como solvente,
sin embargo, para aceites teniendo altas cantidades de 4cidos grasos oxidados puede no
disolverse completamente en n-hexano. Para tales aceites el iso-octano pude ser utilizado
como solvente.

La absorbancia del solvente utilizado (iso-octano 6 n-hexano), medido en celdas
de 1 am entre 300 y 380 nm, debe ser de 0 6 cercano a cero. Los productos comerciales
deben estar libres de cualquier materil absortivo filtrado a través de una columna de
vidrio (3-5 cm de didmetro interno, y 100 cm de longitud) lleno con silica gel.

3 La reaccién entre p-anisidina y los aldehidos involucra la formacién de agua, Por
lo taato, la presencia de humedad, en cualquiera de los reactivos 6 en la muestra lleva a
la incompleta reaccién y, consecuentemente, genera bajos valores.

Debido a que el acido acético glacial es altamente higroscdpoco, es esencial
checar el contenido de humedad por la técnica de Karl Fischer. Si el contenido de
humedad excede 0.1 %, el dcido acético debe ser descartado.

4 Debido al almacenamiento, p-anisidina tiende a obscurecerce como resultado de
la oxidacién. Un reactivo descolorante debe ser utilizado para reducir y descolorear de la
siguiente manera: disuelva 40 g de p-amisidina en 1 1 de agua a 75 °C. Adicione 2 g de
sulfito de sodio y 20 g de carbén activo y remueva por 5 min. Filtre a través de un filtro
de papel doble. Si el carbon pasa a través del papel, repita la filtracin.

Enfrie la solucidn filtrada a 0 °C. Permitiendo dejarlo a ésta temperatura por lo
menos 4 hr, 6 preferiblemente, toda la noche, filtre los cristales de p-anisidina y lave con
una pequeiia cantidad de agna destilada a una temperatura aproximada a 0 °C.

Después de secar en un desecador al vacio, traunsfiera los cristales a un frasco
ambar. Si el almacenamiento a baja temperatura y en la obscuridad, los cristales
obtenidos pudieran no obscureserce durante 1 aiio.

5 Laos reactivos que tengan una absorbancia mayor a 0.200 nm cuando son medidos
en celdas de 1.00 cm a 350 nm contra iso-octano & n-hexano como blanco deben ser
descartados.
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NUMERO DE ACIDO TIOBARBITURICO

Yu, T. C,; Sinnhuber, R. O.; “"An Improved 2-thiobarbituric acid (TBA) Procedure
for the Measurement of Autoxidation in Fish Oils", JAOAC, Volume 44, No. 4, pp. 256- -
258, (1967). oo E o

Una porcion de muestra es mezclada con antioxidante, se diluye con 4cido
clorhidrico, y solucién basica de TBA y se digiere por 30 min en un block de
calentamiento con temperatura constante con un refrigerante. Esta solucién es diluida a
el volumen con 4cido tricloroacético (TCA)/sol. 4cido dorhidrico, y se digiere con 10
minutos adicionales. El 4cido tiobarbitirico reacciona con el malonaldehido, formando
un clomplejo coloreado. Las proteinas smn removidas de la solucién por precipitacion
con TCA, y la grasa es removida de la solucién por agitacién con una porcién de
cloroformo. La solucién coloreada es filtrada y medida en un espectrofotometro. El
nimerc de TBA, mg de malonaldehido por kg de muestra, es calculado del factor de
conversidn basado en el coeficiente de estincién del complejo coloreado y el peso
molecular del malonaldehido.

INTERFERENCIAS:
Coloracién amarilla, debido al contenido de grasa, tal vez extrayendola e
mnterfiere por adicion a la coloracién medida para cuantificar el TBA.

BAJOS NIVELES DE CONFIANZA:

Utilizando 1 g de muestra, los bajos niveles de confianza de este método son 0.1
mg de malonaldehido/kg de muestra (nimero de TBA). Estos bajos niveles de confianza
quiza pueden con la muestra matriz.

CONTROL DE CALIDAD

1. Un control de replicado de muestras como alineamiento en QAP III, "Control de
Calidad Analitica”, deberd ser incluido en todos los anilisis llevados acabo, y evaluar y
almacenar como alineamiento en DOPIN 1000, "Control de Calidad de las
Muestras/Reporte de Resultados".

2, Un blanco deberd ser incluido en cunalquier anélisis llevado acabo. Este es
utilizado como "cero” en el espectrofotémetro”.

3. Asegurese de tomar la muestra pesada y colocarla directamente en el fondo de los
tubos, evitando que la muestra este en las paredes de los tubos y no pueda ser digerida,
dando resultados erroneos.

4. Aunque la mezcla de antioxidante quizd no sea necesaria para todas las muestras,
esta deberd ser utilizada en todas la muestras como medida de seguridad.

5. No caliente la muestra por mis tiempo del indicado en el procedimiento, paso 7,
un excesivo calentamiento de la muestra puede causar una oxidacién adicional,
resultando en resultados amaliticos altos. .

6. Si la muestra es turbia después de la centrifugacién, la turbidez debe ser corregida
tomando la lectura de la absorvancia a 600 nm y restando a ésta la lectura a 532 nm.

APARATOS
1 Balanza analitica; con rango de + 0.001 g.

83



© P NO Ve W

10.
11.
12,
13.
14.
15.

16.

Block de calentamiento; para calentar los tubos de prueba, capaces de mautener
una temperatura de 100 oC + 2 oC y equipados con un condensador dedal. Producto
cientifico, § equivalente.

Espectrofotémetro; capaz de tomar lecturas desde 600 nm y 532 nm.

Papel filtro, GF/A, 125 em.

Embudo, que se scpare, de polipropeno, 6.5 cm de didmetro superior.

Matraces, Erlenmeyer, 125 ml

Buretas, graduadas, 50 ml

Pipetas, seroldgicas, 1 mi, 5 ml

Tubos, pyrex, 2.5 cm x 30.5 cm

Cronometro

Tapones de goma, sSlidos, #44

Centrifuga: capaz de mantener rpms por arriba de 4000

Matraces, volumetricos de diferentes tamaiios.

Parafilm

Tubos para centrifuga; para una capacidad mayor de 10 ml, apropiados para
centrifuga.

Celdas para espectrofotémetro de 1 cm

REACTIVOS

1.

VPN AW

p—
e

—
p—
.

12.

Acido 2-tiobarbittirico (NHCSNHCOCH2CO), grado ACS (TBA) de sigma, 6
equivalente. ‘
Hidréxido de sodio (NaOH), solucién 0.2N, certificada

Acido clorhidrico (HCl), concentrado, grado ACS

Acido tricloroacético (CCIBCOOH), (TCA) grado ACS certificado.
Trihidroxibutirofenona ((HO)3C6H2ZCOCH2CH2CH3), grado reactivo

Propilenglicol (CH3CH(OH)CH2OH), grado laboratorio
Tenox VI; Eastman, é equivalente

Cloroformo (CHCI3), grado reactivo
HCI 0.6N: Diluya 50 a 52 ml de HCl concentrado a 1 L de aguna destilada. Tape y

mezcle muy bien.

Acido tricloroacético 20%: Disuelva 20.0 g de TCA en suficiente agua destilada

para hacer una solucién de 100 ml. Tape y mezcle muy bien. (dcido tricloroacético al 20% puede scr
obtenido comercialmente).

Solucién HCI-TCA: Mezcle 20 ml de 4cido tricloroacético al 20 % y 90 ml de HC1
0.6N con 105 ml de agua destilada. Tape y mezcle muy bien. Preparelo cada vez que
realize un anjlisis.

Mezcla de antioxidante: Disuelva 1 g de Trihidroxibutirofenona en 18 g de

propilen glicol. Adicione 1 g de Tenox VI, tape, y mezcle perfectamente.

PROCEDIMIENTO:

bl ol A

o
¥ .

oo =

Pese 1.000 g de muestra en el fondo de un tubo Pyrex.

Adicione 5 gotas de mezcla de antioxidante directamente a la muestra.
Adicione 1 ml de HC1 0.6N a la muestra.

Mezcle el contenido con una agitaciSn manual suave por aproximadamente 15
seg, teniendo cuidado de no llevar la muestra hacia los lados del tubo.
Adicione 5 ml de la solucién de TBA a la muestra mezclada.

Sin agitar, coloque ¢l tubo en un block de calentamiento, precalentado a una
temperatura de 100 oC e inmediatamente coloque el condensador dedal.
Caliente la solucion por exactamente 30 min.

Adicione 44 ml de solucién HCI-TCA y caliente por otros 10 min adicionales.
Retire el tubo del block de calentamiento y llevelo a temperatura ambiente.
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10.

Tape el tubo con un tapén de goma e inviertalo una vez para mezclarlo.

11. Adicione 5 ml de cloroformo a la solucién, tape, e invieria una vez, para remover
el aceite residual.

12. | Filtre la solucién con papel filtro GF/A a un matraz Erdenmeyer de 125 ml
12.1 Si el filtrado aparece turbio,. transfiera a tubos de centrifuga y centrifuge
por lo menos 5 min a una velocidad de 4000 rpm. '

13. Transfiera una porcién del filtrado claro a la celda de 1 cm de diametro del
espectrofotémetro.

14.  Mida la absorvancia de la solucién en un espectrofotometro a 532 nm.

15. Mida la abservancia de la solucién ep un espectrofotometro a 600 nm.

16. Reste la lectura de absorvancia a 600 de la lectura de absorvancia a 532 para
obtener la lectura corregida generada por la turbidez

CALCULOS
# TBA= mg malonaldehido

kg de muestra
# TBA= (46 x 10-5) (Absorvancia de la muestra) (50 ml} (1000)

Peso de la muestra en g

Donde:46 x 10-5= mg de malonaldehido que da 1.00 de absorvancia leyendo en ml
1000= Conversién de g a kg de muestra.
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ANEXO III

SALA DE BIOENSAYOS
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ANEXO 1V

DATOS EN ARCHIVO SPSS:
PESO PROMEDIO Y TASA DE CRECIMIENTO
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<active file

400 AQUA TRAT —XWO XW1l4  XW28 XW4Z  XW56 VP VITE ETQ -
1 3 1 0.2480 0.4034 0.5392 0.6917 T ¢ 1 2
2 6 1 0.2487 0.4002 0.5033 . - & 1 2
3 16 1 0.2318 0.3816 0.5003 0.6530 _ 1 2
41 32 1 0.2523 0.4027 0.5685 0.7270 1 1 2
5 38 1 0.2476 0.3968 0.4988 0.5845 -1 1 2
“B8l. "9 2 0.2591 0.4094 0.5307 0.7425 0.8670 1 2. 2
? 22 2 0.2484 0.4162 0.5554 0.6448 0.7602 1 2 2
8 24 2 0.2605 0.4404 0.6373 0.8146 0.9707 1 2 2
9 28 2 0.2359 0,4139 0.5425 0.6737 0.9568 1 2 2
10 37 2 (.2592 0.4456 0.5237 0.5314 0.6020 1 2 2
11 2 3 0.2472 0.3705 0.5054 0.6101 0.6320 2 1 2
12 11 3 0.2548 0.4140 0.5493 0.7213 0.8932 2 1 2
13 17 3 0.2598 0.4466 0.5997 0.7228 0.9182 2 1 2
14 27 3 0.2513 0.3972 0.5722 0.6672 . R i 2
15 34 3 0.2574 0.3924 0.5232 0.6689 0.6773 2 1 2
16 5 4 00,2527 0.4047 9.5387 0.6813 0.8285 2 2 2
17 7 4 0.2493 0.4176 0.5396 0.6642 0.8405 2 2 2
18 12 4 0,2504 0.4152 0,5551 0.6233 0.7061 2 2 2
19 29 4 0.2569 0.4338 0.5921 0.7159 0.8960 2 2z 2
20 35 4 0.2504 0.4274 0.5605 0.6618 0.7654 2 2 2
Enter/Edit Data Caps
<active file>

40| AQUA TRAT XWO  XWl4  Xw28 XWa2 XW56 VP VITE ETQ

21 1 5 0.2492 0.3608 0.4913 - . 3 1 1

2|. 8 § 0-2514 0.4061 0-4859 0.5196 « 3 1 1
23 10 5 0.2569 0.3968 0.4871 0.6259 5 3 1 1
24 30 5 0.2550 0.4252 0.5930 4 5 3 1 1
25 36 5 0.2287 0.3562 0.4807 0.5683 . 3 1 1
26 15 6 0.2530 0.4025 0.4844 0.5468 0.6305 3 1 2

27 19 6 0.2354 0.3779 0.4797 0.5962 -+ ‘3 1 2

28 20 6 0.2329 0.3718 0.4989 0.6091 0.7275 3 1 2
29 25 6 0.2521 0,4120 0.5079 0.5471 . 3 1 2
30 190 6 0.2601 0.4051 0.5099 0.5674 0.6752 3 1 2

31 13 7 0.2530 0.4247 0.5249 0.5556 0,6818 3 2 1
32 14 7 0.2585 0,4148 0.5350 ¢ S | 2 1

33 18 7 0.2294 0.3747 0.4750 0.5819 0.6254 3 2 1

34 26 7 0.2603 0.3776 0.4604 0.5224 0.5368 3 2 1
35 39 7 0.2559 0.4151 0.5162 0.5982 0.6150 3 2 1
36 4 8 0.2428 0.3965 0.5066 0.6342 0.8150 3 2 2

37 21 8 0.2466 0.3992 0.5004 0.6260 0.7644 3 2 2

38 23 8 (0.2588 0.4528 0.5706 0,7109 0.8732 3 2 2

39 31 8 0.2522 0.3929 0.4925 0.5617 0.7086 3 2 2

40 33 8 0.2521 6.3669 0.4708 0.5144 0.5839 3 2 2

Enter/Edit Data Caps




<active file>

40| QUA TRAT TCAO14 TCAOZ8 TCA042 CON14 CON1428 CDN2842 CON4256 VP VITE ETQ
[ 3 1 (.6219 0.89/9 . 0.2860 0.3359 0.2760 « 1 1 2
2{ 6 1 1.5623 . . 0.2920 0.2703 - T | 1 2
3f 16 1 0.5410 0.5980 . 0.2670 0.2740 0.0570 - 1 1 2
4| 32 1 9.7085 0.86/2 . 0.2990 0.4095 0.1587 <1 1 2
5| 38 1 0.5898 0.8658 . 0.2704 0.3194 0.2760 - 1 1 2
6 9 2 (0.5460 0.8466 1.1612 0,2820 0.2640 0.3006 0.3146 1 2 2
7| 22 2 0.4322 0.5076 0.6390 0.2705 0.1617 0.0754 0.1314 1 2 2
8| 24 2 0.4877 0.7337 0.9352 0.2920 ©0.1957 0.2460 0.2015 1 2 2
91 28 2 0.5855 0.7641 1.2433 0.2707 0.3248 0.1686 0.4792 1 2 2
10| 37 2 ©.5350 0.6807 0.7954 0.3079 0.2271 0.14a57 0.1147 1 2 2
1| 2 3 0.4457 0.5496 0.6842 0.2370 0.2087 0.1039 0.1346 2 1. 2
12) 11 3 0.4890 0.6715 0.8121 0.2760 0.2130 0.1825 0.1406 2 1 2
13] 17 3 0.6013 0.7970 0.9412 0.2960 0.3053 0.1957 0.1442 2 1 2
141 27 3 D.5957 0.78620 . 0.26%2 0.3315 0.1655 . 2 1 2
15| 34 3 ¢.5661 0.6876 0.8272 0.2802 0.2759 0.1215 0.1396 2 1 2
16| 5 4 0.6238 0.9422 1.3929 0.-2750 0.3488 0.3184 0.4507 2 2 2
71 7 4 0.5534 0.7374 0.9206 9.2910 0©0.2624 0.1840 0.1832 2 2 2
18| 12 4 0,496Z 0.5737 0.6833 0.2780 0.Z2182 0.0775 0.1069 2 2 2
191 29 4 0.6556 0.7312 0.9770 G.3000 0.3556 0.0756 0.2458 2 2 2
20| 35 4 0.5395 0.6117 0.7756 0.2923 0.2472 0.0722 0.1639 2 2 2
Enter/Edit Data Num Caps
: active file
401QUA TRAT TCAOl4 TCAOZ8 TCA042 CON14 CON1428 CONZBAZ CON4256 VP VITE ETQ
211 1 5 0.5550 . . 0-2590 0,2950 . . 3 1 1
22| 8 5 0.4274 0.5550 - 0.2680 0.15%4 0-1276 - 3 1 1
23| 10 5 0.5737 0.7829 . 0.2810 0.2927 0.2092 s 3 i 1
24| 30 5 0.5104 £ . 0.2960 0.2134 N = 3 1 1
25| 36 5 0.4385 0.5853 . 0.2464 0.1921 0.1468 < 3 1 1
26| 15 6 0.4153 0.5314 0,9152 0.2470 0.1683 0.1161 0.3838 3 1 2
27| 19 6 0.5211 0.6237 - 0.2630 0.2521 0.1026 - 3 1 2
28{ 20 6 0.4380 0.5790 0.7324 0.2463 0.1917 0.1410 0.1534 3 1 2
29| 25 6 0.4391 0.5385 . 0.2915 0.1476 0.0994 - 3 1 2
30| 40 6 0.4911 0.6165 0.7300 0.2800 0.2111 90.1254 0.1135 3 1 2
31 13 7 0.4596 0.5727 0.7987 0.2210 0.2386 0.1131 0.2260 3 2 1
32| 14 7 0.4312 s . 0.2640 0.1672 % 2 3 v i
33| 18 7 0.4290 0.5315 0.6554 0.2156 0.2134 0.1026 0.1239 3 2 ¥
34| 26 7 .0.4520 0.5651 0.7489 0.2705 0.1815 0.1131 0.1838 3 2 1
35| 39 7 0,4952 0.5822 0.6873 0.2758 0.2194 0.0870 0.1051 3 2 1
36| 4 8 0.5178 0.7716 1.1339 0.2460 0.2718 00,2538 0.3623 3 2 2
37| 21 © 8 0.5606 0.7966 1.2445 0-2920 0.2686 0.2360 0.4479 3 2 2
38( 23 8 0.4544 0.5747 0.9817 0,2830 0-1715 0.1203 0.4070 3 2 2
39| 31 8 0.4741 0.6348 0.7980 0.2680 0.2061 0.1607 0.1632 3 2 2
40| 33 8 0.4660 0.5616 0.6541 0.2540 0.2120 @.0956 0.0925 3 z 2
Enter/Edit Data Num Caps




ANEXO V

ANALISIS ESTADISTICO: TASA DE CRECIMIENTO
GRUPOS ANALIZADOS 1,2,3,4,6y 8.
ANOVA:TWO-WAY Y ONEWAY

23



SELECT IF (TRAT NE 5).
SELECT IF (TRA TNE'R‘:\)MBYVP
ANOVA [VARIABLES (13) VTR
. +e¢s CELL MEAN?S 'tslg)/srxnmmm
TOol4  CRECIMIENTO14
BYVP  VALORPEROXIDO
VITE  VITAMINAE

TOTAL POPULATION
6229
( 30)
VP
1 2 3

6501 6312 5874
( 19 ( 10) ¢ 10)

VITE
i 2
6031 6426
( 15) ( 19
VITE
1 2
VP
1 61.61 6840
( »C 3
2 5963 6660
« 5 %
3 5969 5778
( 5 9

,*ss ANALYSIS OF VARIANCE **»*
TC0i4 CRECIMIENTO14

BY VP . VALORPEROXIDO
VITE- VITAMINAE

- Sum of Mean Signif
Source of Variation Squares DF Square  F of F
Main Effects 324039 3 108013 2.163 J19
VP206 917 2 103459 2072 148
VITE 17121 1 117.121 2345 139
2-way Interactions 128651 2 64325 1288
VP VITE 128651 2 64325 1288 ig
Explained 452690 5 90538 1813 148
Residual 1198605 24 49,942
Total | 1651294 29 56.941

ANOVA /VARIABLES TC028 BY VP (13
S R L LL MEANS we AN ST ALL;
Tom8  CRECIMIENTO28
BYVP  VALORPEROXIDO
VITE  VITAMINAE
TOTAL POPULATION
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112.78
(30

VP
1 2 -3

11694 11930 102.10
( 10 ( 10) ( 10)
/

VITE
. 1 2
11045 11511
( 15) ( 19)
VITE
1 2
VP
1 11248 12140
( C %
2 11748 12113
€845
3 10139 10282
( 5¢ 9

ses ANALYSIS OF VARIANCE ***
TC028 CRECIMIENTO28

BY WP VALORPEROXIDO
VITE ~ VITAMINAE

Sum of Mean
Source of Variation Squares DF Square Fof
Main Effects 1901560 3 633853 4263
\' 4 d 1738 564 2 869282 5846
VITE 162.996 1 162.996 1096
2-way Interactions 74142 2 37071 249
VP VITE 74.142 2 37071 249
Explained 1975.702 5 395.140 2.657
Residual 3568.678 24 148.695
Total 5544380 29 191.186

ANOVA [VARIABLES TQ042 BY VP (1.3) VITg
cee CELL MEANS a v 2) STATISTICS ALL

TOn42  CRECIMENTO42
BY VP VALORPEROXIDO
VITE VITAMINAE

TOTAL POPULATION
15734
¢ 29
VP
I 2 3

16859 16630 13826

Signif

015
009
306

781
781



( 9( 10 10

VITE
1 2
15529 15926
( 14) ( 19
VITE
1 2
VP
1 17121 16650
« 9 9
2 16462 16798
« 9 3
3 13322 14330
« HC

see ANALYSIS OF VARIANCE
TCD42  CRECIMENTO42

BY VP VALORPEROXIDO

VITE VITAMINAE

Source of Variation
Main Effects

VP

VITE

2-way Interactions
VP VITE

Explained
Residual

Total

Sum of
Squares

5657.420
5543.155
T74.143

257532
257532

5914952
15057 092

20972 044

LA 2

DF

» W

23
28

Mean
Square F of

1885.807 2.881
2771578 4234
74143 113

128766 197
128,766 .197

1182.990 1.807
654.656

749002

ANQVA /VARIABLES TC0S6 BY VP (1.3) VITE (1,2) /STATISTICS ALL.

s++s CELL MEANS ¢+
TO056  CRECIMIENTO

BYVP  VALORPEROXIDO

VITE  VITAMINAE

TOTAL POPULATION
209.89

22
VP

1 2 3
23023 21442 19208
( ¢ 9C 9
VITE

1 2

19582 21645
( D 19

Signif

058

740

JA51



VITE

1 2
vP
-1 - L0 23023
{ 9 9 ==, -
2 20743 22001
« HC 9
3 18035 199.13
( HC 9 .
se+ ANALYSIS OF VARIANCE s++
TO0s6 CRECIMIENTO
BY VP VALORPEROXIDO
VITE VITAMINAE
] Sum of Mean Signif
Source of Variation Squares DF Square Fof F
Main Effects 5762.667 3 1920.889 833 494
VP 3730944 2 1865472 209 462
VITE 973.919 1 973919 423 524
2-way Interactions 38.989 1 38989 017 898
VP VITE 38.989 1 38.989 017 898 .
Explained 5801.656 4 1450.414 629 648
Residual g 39187.067 17 2305.122
Total 44988723 21 2142320
ONEWAY [VARIABLES TC014 BY TRAT (1,8) /RANGES DUNCAN /STATISTICS ALL. -
Varisble TC014 CRECIMIENTOM
Variable TRAT TRATAMIENTO
Analysis of Variance
Sum of Mean F F
Source.  D.F. Squares Squares Ratio  Prob,
Between Groups 5 4526897 90.5379 18129 .1483
Within Grotps 24 1198.6047 49.9419
Total 29 1651.2944
Standard Standard
Group  Court Mean Deviation Brror 95 Pet Conf Int for Meaa
Grpl 5 61.6145 20307 9081 59.0931 To 64.1358
Grp2 5 683979 6.5434 29263 602733 To 76.5225
Gmp3 5 59.6278 100253 44835 471799 To 720757
Grpd S 66.6040 40265 18007 61.6046 To 71.6035
Grp 6 5 59.6881 2.7652 12366 562547 To 631214
Gmp 8 5 57.7836 113289 50665 437171 To 71.8502
Total 30 622860 75459 13777 594683 To 65.1037
Fixed Effects Model 70670 12902 596231 To 64.9489
Random Effects Model 17372 578204 To 667516
Random Effects Model - Estimate of Between Component Variance 8.1152

Group Minimum  Maximum
Grp 1 506115  64.6246
Grp2 580084 754557
Gmp3 498786 752747
Grp 4 60.1503  70.6869
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Grp 6 557477 634272
Grp 8 455374 749613
Total 455374 754557

Tests for Homogeneity of Variances
Cochrans C = Max. Variance/Sum(Variances) = 4283, P = .118 (Approx)
Bartlett-Box F = 2960, P= 012
Maximum Variance / Minimum Variance 31.125

Multipie Range Test
Duncan Procedure
Raunges for the 050 level -
292 306 3.7 323 328
The ranges above are table ranges.
The value actually compared with Mean(J)-Mean(T) is-
49971 * Range * Sqri(1/N(I) + 1/N(T))

(*) Denotes pairs of groups sigoificantly different at the 050 level

GGGGGG
ITTCTT

PPPPPP

Mean Group 836142

579836 Grp8
596278 Grp3
506881 Grp6
616145 Grpl
66.6040 Grp 4
683979 Grp2 ¢

Homogeneous Subsets  (Subsets cf groups, whose highest and lowest means
do not differ by more than the shortest
significan! range for a subset of that size)

SUBSET 1

Group Gmp 8 Grp 3 Grp 6 Grp 1 Grp 4
Mean 57.7836 59.6278 59.6881 61.6145 66.6040

SUBSET 2

Group Grp 3 Grp6 - Grpl Grp 4 Grp 2
Mean 59.6278 59.6881-  61.6145 66.6040 683979

ST S sS s S S E S s S S ST S EsS S T S S S T S s s S S TS T

ONEWAY /VARIABLES TC028 BY TRAT (1,8) /RANGES DUNCAN /STATISTICS ALL.

Variable TC028  CRECIMIENTO28
By Variable TRAT TRATAMIENTO

Analysis of Variance
Sum of Mean
Source D.E. Squares Squares
Between Groups 5 1975.7015 395.1403
Withia Groups 24 3568.6783 148.6949
Total 29 55443798

Standard Standard
Group  Count Mean Deviation  Error 95 Pct Conf Int for Mean

Grp 1l 5 1124310 103007 4.6066 996912 To 1252708
Gmp 2 5 1214008 172989 7.7363 999218 To 1428799

F F
Ratio  Prob.
26574 0476
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-, Gip8

Grp3 S 1174837 142200 63594 998275 To 135.1400
Grp 4 5 1211259 67127 30020 1127911 To 129.4607
Gmp 6 5 1013925 86213 3.8556 90.6879 To 1120971

.5 1028161 128537 57483  86.8564 To 118.7758

Total 30 112.7833. . 138270 25245 107.6203 To 117.9464

Fixed Effects Model 12,1941 22263 108.1884 To 1173782
Random Effects Model 36292 1034542 To 122.1124
Random Effects Model - Estimate of Between Component Variance 492891
Group Minimum  Maximum
Grp 1 1014539 1253269
Gp2 103.9737 144.6449
Grp 3 1035353 1353610
Grp 4 1131776 1304787
Grp 6 91.4624 1142121
Grp 8 86.7512 1204791
Total 86.7512 144.6449

Variable TC028  CRECIMIENTO28
By Variable TRAT TRATAMIENTO

Multiple Range Test -
Duncan Procedure
Ranges for the 050 level -
292 306 3.17 323 328

The ranges above are table ranges.
The value actually compared with Mean(J)-Mean(T) is..

8.6225 * Range * Sqrt(1/N(T) + 1/N(J))
{*) Denotes pairs of groups significantly different at the .050 level

GGGGGGC
ITrrrs

PPRPPP
Mean Group 681342

1013925 Grp 6
1028161 Grp 8
1124810 Grp 1
1174837 Grp3
1211259 Grp4 **
1214008 Grp2 1

Homogeneous Subsets (Subsets of groups, whose highest and lowest means
do not differ by more than the shortest

significant range for a subset of that size)

SUBSET 1

Group Grp 6 Gp 8 Gipl Grp 3
Mean 1013925 102.8161 112.4810 117.4837

SUBSET 2 :

Group Grp 1 Grp3 Grp 4 Grp 2
Mean 112.4810 117.4837 121.1259 121.4008
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ONEWAY /VARIABLES TO342 BY TRAT (1,8) /RANGES DUNCAN /STATISTICS ALL
Variable TC042  CRECIMENTO42
By Variable TRAT TRATAMIENTO

Analysis of Variance
Sum of Mean F F
Source DFE. Sqoares Squares Ratio  Prob.
Between Groups 5 59149520 1182.9904 1.8070  .1512
Within Groups 23 15057.0923 654.6562
Total 28 200720443

Standard Standard
Group  Count Mean Deviation  Error 95 Pet Coaf Int for Mean
1712089 237455 11.8728 1334250 To 208.9928
Grp 2 5 1665005 399078 178473 116.9492 To 216.0518

Q
3
Py
5

Grp 3 5 1646235 190068 85001 1410238 To 1882232
Grp 4 5 1679805 67633 30246 1595829 To 1763781
Gip 6 5 1332179 222786 99633 1055559 To 160.8800
Grmp 8 5 1433023 290760 130032 1072003 To 179.4043

Total 29 1573434 273679 50821 146.9332 To 167.7536

Fixed Effects Model 255862 47512 1475147 To 167.1721
Random Effects Model 63971 1408994 To 173.7875
Random Effects Model - Estimate of Betwezn Compogent Variance 109.4407

Group Minimwm  Maximum
Grpl 136.0662 188,1490
Grp2 1050154 2127063
Grp 3 1440559 183.6734
Grp4 160925 178.6687
Gig 6 116.1264 1615285
Grp8 1040460 174.6908
Total 1040460 212.7063

Tests for Homogeneity of Variances
Cochrans C = Max. Variance/Sum(Variances) = 4078, P = .162 (Approx.)
Bartlett-Box F = 1825,P = .106
Maximum Variance / Minimum Varianoe 34.818

Variable TC42  CRECIMENTO42
By Variable TRAT TRATAMIENTO
Multiple Range Test !
Duncan Procedure
Ranges for the 050 level -
292 307 317 323 328
The ranges above are table ranges.
The value actually compared with Mean(T)-Mcan(]) is..
18.0922 * Range * Sqri(I/N(I) + I/N(J))

No two groups are significantly different at the 050 level
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ONEWAY /VARIABLES TC056 BY TRAT (1,8) /RANGES DUNCAN /STATISTICS ALL.
Variable TO056  CRECIMIENTO
By Variable TRAT TRATAMIENTO

Analysis of Variance
Sum of Mean F F
Source DF Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups 4 5801.6564 1450.4141 6292 56483
Within Groups 17 39187.0669 2305.1216 .
Total 21 44988.7233
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Standard Standard

Group Cou Mean Deviation
Grp 2 5 2302273 664862
Grp 3 4 2074263 55.6870
Grp 4 5 2200103 265233
Grp 6 3 1803497 28.1306
Grp 8 5 1991256 44.1749

Total 22 209.8896

462852

Fixed Effects Model 48.0117

Random Effects Model
WARNING - Between component variance is negative

it was replaced by 00 in comiputing above random effects measurcs

Random Effects Model - Estimate of Between Component Vasiance

Groop  Minimum  Maximam
Grp2 1322530 3055955
Grp3 1556634 2603610
Grp4 1819888 2487738
Gip6 1595924 2123658
Grp8 1316144 2374034
Total  131.6144 3055955

Tests for Homogeneity of Variances

Cochrans C = Max. Variance/Sum(Variaaces) = .4030 P = 462 (Approx.)

Bartlett-Box F =

Multiple Range Test
Duncan Procedure
Ranges for the .050 level -

298 3.13 323 329
The ranges above are table ranges.
The value actually compared with Mean(J)-Mean(l) is..
33.9494 * Range * Sqri(1/N(I) + I/N())

No two groups are significantly different at the 050 level

Error 95 Pct Conf Int for Meaa

29.7335
278435
11.8616
162412
19.7556
9.3680

102361
102361

1476751 To
1188171 To
187.0778 To
1104687 To
1442761 To
1893678 To

1882932 To
181.4700 To

900 ,P= 444
Maximum Variance / Minimum Variance

6.284

312.7795
2960354
2529428
2502307
2539751
2304113

231.4859
2383091

-195.8705
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