-

“Premio a la mejor tesis 1999”
Asesor: Dra. L. Elizabeth Cruz Suérez

{“Efecto de la rancidez de lipidos en la digestibilidad aparente del
camarén blanco Pendgeus vannamei (Boone)”
Autor: Pablo Valadez Gonzilez

Licenciatura en Biologia

5*:’3&.‘;1?:? *
e

n'('ﬁ'tm-,’






LT

0000000000



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

O

llﬂll_[.g_"'_—-'r""'__};—'__\_.ll_l—_lsl;'ﬂ_ ‘Q

S o)

..........

EFECTO DE LA RANCIDEZ DE LIPIDOS EN LA
DIGESTIBILIDAD APARENTE DEL CAMARON BLANCO,
PENAEUS VANNAMEI (BOONE).

TESIS

QUE EN OPCION AL TITULO DE
BIOLOGO

PRESENTA

PABLO GONZALEZ VALADEZ

SAN NICOLAS DE LOS GARZA, N.L. JULIO DE 1998






INDICE

................................................................................................................................ v
RE SUME Nmmimissivcs i oo o as i iisriseisassi ssaassariins VI
INTRODUCGCTION ..iicrereeersrrssrerasercesassrarsesesenansessesssessrsasesssssssesasssassassenrensarsssasssssssssssnsnssasenaten 1
ANTEEEDENTES o s s i s i st e s rssai s ising 2
I.- DIGESTIBILIDAD APARENTE ......oooeeittieieeeeiiiiiiecserstinassssssessssssssssssssnssesssssasssssnssnsns 2
1.1 Métodos para Estimar la Digestibilidad. .......ccccoonvomeriiirnnnenrenrnnnenreenee e 2
I.1.1 Método Directo 0 Método GravimeAtriCO. coc.eiuvvieerieeniriiiiiseieraessenirissssnssssssssssnseses 2
1.1.2 Método Indirecto 0 COn MAarCatOres. ..ccioviiirmsmsmiominiinsosmiossmssasansesonmmnsnsassmasssasissis 3
1.2 FACTORES QUE AFECTAN LOS COEFICIENTES DE DIGESTION. ............... 6
I.3 ASPECTOS DE LIKXIVIACION .....iiiiieeoiiiiieeeseessrseseseesasssssnessssssnsensssnssssssssssssssesses 6
1I. DIGESTIBILIDAD APARENTE DE PROTEINA ....cotoiiiiitiittiiiisinciisssnsesisrsssssnasessns 6
I11 . DIGESTIBILIDAD APARENTE DE LIPIDOS .....oootnieerecrieiiseescssssesssacorssnnssserassareres 9
IT1.1 OXIDACION DE LOS ACEITE DE PESCADO ...oceeicieeieieeeeeeeerirreeetssnessssneesens 10
I11.2 FACTORES QUE ORIGINAN OXIDACION......cooomiieeirimeieeeesseereessssrieserises 13
IMPORTANCT A onmnnmissinviiisnvisiviamiimmiiniiBuambmaasmisisimamiissising 15
OBJIETIVO..ciieiiriersiivssrvarnienssessssssssssssssssssssasasssssssassasonsasssssessssssassssssssrsssassasasnasssssnensssssasssss 15
NPT E SIS ioscsusnusoviiisnssssrssusssns s visisinms s uasins s s s s saanans 15
MATERIAL Y METODO .oiiiiereienisnsssisismenmmsssssssisstsasissssstsissisisssssssmsisssssssasssssasosses 16
I. FORMULACION DE LA DIETA BASE EXPERIMENTAL ..oocovvvieivirnieiecsssvseseesns 16
II. DIETAS EXPERIMENTALES ....iiiiim0505050 mneninsitssiinnsissssinniiisiisaiisnsinyassimmssdiveisi 17
III. ANALISIS BROMATOLOGICOS........ B e A SR R A KRR PR AR O FR RS 17
TV, SALA DE BIOEN S A Y Ottt eetse s ssssseesessasssssses sansssasasesmnnnssosssnsrass 18
V. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS .....o.ooiiiieeiiieniinieeiriiiersrennriisssssssssssassessssnsasrnnes 18
VL, OR G ANISIMOS .. .oceoeiieeetetet e et eeeesassesesse e aeannsesestesmnsmnaassnrsssesesssssassnssasssnnsansnssessrsass 18
YL DIBTRIBUETON v s s s s s s i i e s i v s 18
VIII. BIOENSAYOQ DE DIGESTIBILIDAD ........ooviimieeeirenitissiessnessssesssasssasrsesssrsasseess 19
IX. APARATOS UTILIZADOS DURANTE EL TRABAJO DE LABORATORIQ ....cucvvreeeerenenrennsenees 20
IX.1 Equipo para la técnica de 6xido de cromo y proteina.........coccceeecirrrrncenveriracasenen 20
1X.2 Equipo para ]a técnica de determinacion lipidos ..........ccvevmeccinicniineieciiciene, 20
DX .3 REACIHIVOS. oeiiieeiieeieseeteeenaereseesteesesesestessanssessaseasesessesasssssesassssannssnssssssssssssssssasassnenns 20

X. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE OXIDO DE CROMO Y DE
PROTEINA ENDIETAS Y HECES ..o oo eecoeeeeeeeeveeeeeveseeseesesesessnsersssosesssssssasesssssssssesnssensas 21
XI. CURVA STANDARD DE OXIDO DE CROMO ......coimiereereescereroreisenmesessrssenssrons 21
XII. DETERMINACION DE LiPIDOS et e e e aa e s 23
XIII. ANALISIS ESTADISTICO....ueeneeeruerevneeraneee eeemureanesaaettaeasennnnnnnnnrenaaaneetananttena 23

iv



RESULTADOS.. e — s RS S Reamnassansssmasamensin .24

I, ANALISIS PROXIMAL w.oeoeeeeeeseseesseses s sereeeesseseessesssssssesssassessssessaesmsessasessesseessees 24
II. PARAMETROS FISICO-—-QUIMICOS ... eveomreeereeeeeeeesesessessesseseeseassessasessassssesessenns 25
III. DIGESTIBILIDAD APARENTE ..o iueeeeteeeeees e ereeseeeeseeeessessssessesesaseesonssesssseens 25
III.1 EFECTO DEL GRADO DE OXIDACION DEL ACEITE DE PESCADO Y DE
LA SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E. ..ooooeeeeeeeeeeieeeveees e 25
11.1.1 DIGESTIBILIDAD DE MATERIA SECA ..eeteeeeeeeeeeeeerenrseeseereeeseress e 26
111.1.2 DIGESTIBILIDAD DE LIPIDOS. ..ot e 28
111.1.3 DIGESTIBILIDAD DE PROTEINA . ...cou it iieieeeeeseeeeeeeeeeseeseeenes e esesaees 30

II.2 EFECTODE LA SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINAE Y DELA
SUPLEMENTACION O NO CON ANTIOXIDANTE SINTETICO ETOXIQUIN

(ETQ). oot reeem s e eeesnesasssaseas eestaeessessesee seseseseesseeseesasessessseesssessessestosssesssassssressesanes 32
I11.2.1 DIGESTIBILIDAD DE MATERIA SECA...ooveoooeeeeeeeeeeeeeveresssesieesoeseoes 33

I11.2.2 DIGESTIBILIDAD DE LIPIDOS. .ooeoeooeeeeeeeeeeeeeseeessevemesseessesssssssesssssseseses 35

I11.2.3 DIGESTIBILIDAD PROTEICA. c..ooeeeeoeeveeeeeeeeeeiseeessssssessrsssesesesessssssnsaes 37
DISCUSIONES......... " U 39
I. ANALISIS DE LAS DIETAS wcooeeeeeeeseresieeesssressssansssessssssssassssessesssessssessassessssassssaees 39
II. METODO PARA DETERMINAR LA DIGESTIBILIDAD APARENTE................. 39
1.1 TECNICA DE OXIDO DE CROMO ..ooeooeeeeeeteeeoeeeoeeesse oo 39

11.2 METODO BLIGH & DYER.....ooemeveieeeeoseeeeeeesesesessvesesvess e esesssssesessssessss st sssens 40

III. DIGESTIBILIDAD DE LA MATERIA SECA ....ooeooeoeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee s ses e eesoon 40
IV. DIGESTIBILIDAD DE LIPIDOS ..o eeeeeeeeeees e essmessmesnns Borsmeomeneasmmemmenned 41
V. DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA ..o eeeeeseesevessses e esssss s 43
CONCLUSION ..ouecremeencssmsissssersssassssssssemsssessensssessscssssensassssensesssensssenssssessssssssssaseasasssseseasass 44
LITERATURA CITADA ...ouvrcvmeessesssnesssmsssssssesssssssesessesssssssssssssssssssessssensensssssssssssssssssons 45



INDICE DE TABLAS

TABLA 1.- CUADRO DE COMPOSICION DE LA DIETA BASE ....coovviviiininsscinianinn 16
TABLA 2= DIETAS EXPERIMENTALTES. ..cnmnsmmmmmmasamssssseissmssssasssn 17
TABLA 3.-VALORES OBTENIDOS PARA LA CURVA ESTANDAR DE OXIDO DE
NEROIMIC). s sonmmsmsmnsmins sormmssssn s ey oo v A 9 S B TS AN S NS 22
TABLA 4.-ANALISIS PROXIMAL DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES (% BASE
BVEEE ) o R S R A S R SR R it 24
TABLA 5.-PARAMETROS FISICO-QUIMICOS ..ot e 25
TABLA 6.-DISENO EXPERIMENTAL......ccoo ittt e e mnas 25

TABLA 7.-RESULTADOS PROMEDIOS DE DIGESTIBILIDAD DE MATERIA SECA .26
TABLA 8.-RESULTADQOS PROMEDIOS DE LA DIGESTIBILIDAD DE LiPIDOS.......28
TABLA 9.-RESULTADOS PROMEDIOS DE LA DIGESTIBILIDAD DE PROTEINA ..30
TABLA 10.-DISENO EXPERIMENTAL. ..o eteiiieieetsseseeeeeeseeseseeseesmeesesenseneeaessessssassmenns 32
TABLA 11.-RESULTADOS PROMEDIOS DE LA DIGESTIBILIDAD DE LA MATERIA
33 21 5 OO gl
TABLA 12.-RESULTADOS PROMEDIOS DE LA DIGESTIBILIDAD DE LiPIDOS.....35
TABLA 13.-RESULTADOS PROMEDIOS DE LA DIGESTIBILIDAD DE PROTEINA.37

INDICE DE FIGURAS
FIGURE 1.-CURVA DE OXIDO DE CROMO AJUSTADA .......oocooereermrerreseeceesceseenseseons 22
FIGURE 2.-PORCENTAJE DE DIGESTIBILIDAD DE LA MATERIA SECA ................ 27
FIGURE 3.-PORCENTAJE DE DIGESTIBILIDAD DE LIPIDOS ...cevverveinrierseenssmarissosees 29
FIGURE 4.-PORCENTAIJE DE DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA .....c.ccoocveemienane 31
FIGURE 5.-PORCENTAJE DE DIGESTIBILIDAD DE LA MATERIA SECA. evviierarin 34
FIGURE 6.-PORCENTAJE DE DIGESTIBILIDAD DE LIPIDOS. ......ccco.omccerieiereee 36
FIGURE 7.-PORCENTAJE DE DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA .......oooimeeneee. 38

INDICE DE ANEXOS

ANEXO 1 DIAGRAMA 1.-TECNICA DE DETERMINACION DE PROTEINA

DIAGRAMA 2.- TECNICA DE DETERMINACION DE LIPIDOS................ 50
ANEXO 2 SALA DE BIOENSAYO .ot it s esserssssinsssssesassessarssssnans 51
ANEXO 3 MATRIZ DE DATOS EN ARCHIVO SPSS ... s 51

ANEXO 4 ANALISIS ESTADISTICOS ...t rvnscevneeesaneserieeesstanssssmssnsanees 53

vi



RESUMEN

Se ha demostrado que el grado de oxidacion de los aceites de pescado utlizados en
dietas para camaron, asi como el suplemento de antioxidante, tante naturales como la
Vitamina E o artificiales como el ETQ tienen un efecto sobre el crecimiento y/o
sobrevivencia del camardn. Para fines practicos es importante también conocer el efecto de
esos factores sobre la digestibilidad del alimento y de sus principales nutrientes, ya que son
datos de importancia para formular dietas eficientes.

En el presente trabajo, se utilizaron 8 dietas conteniendo 1 % de Oxido de cromo
como marcador. Las variables que diferenciaban esas dietas era el nivel de oxidacion del
aceite de pescado y la inclusién de Vitamina E y/o Etoxiquin (ETQ). Se realizaron 3
bioensayos de digestibilidad, utilizando postlarvas de Penaeus vannamei , seleccionandose
84 camarones para cada replicado en el tiempo, cuyos pesos promedios fueron 1.07, 1.08 y
1.12g, respectivamente, con 7 organismos por tratamiento. El método utilizado para la
recoleccidon de heces fue el de sifoneo, por su simplicidad y la corta exposiciéon de las
excretas con el agua, evitando su lixiviacion.

Las dietas evaluadas se dividieron en 2 grupos para sus analisis estadisticos, en cuyo
primer grupo se encontraban las dietas 1, 2, 3, 4, 6 y 8 para los factores grado de oxidacidn
del aceite de pescado (fresco, PV= 6.1meq/Kg; Medio, PV= 50.5 meq/Kg ; alto, PV= 100.3
meq/Kg) y la suplementacion con Vitamina E (0 y 100 mg/Kg). En el segundo grupo se
encontraban agrupadas las dietas 5, 6, 7 y 8, cuyos factores evaluados en este andlisis fueron
la presencia de Vitamina E con 2 niveles de inclusién 100 mg/Kg) y Etoxiquin con 2

niveles de inclusion (0 y 130 mg/Kg). Todas €stas dietas contenian aceite altamente oxidado
(PV=100.3 meq/Kg).

Los valores de materia seca para el primer grupo fueron 91.82%, 91.38%, 91.09%,
92.07%, 92.31% y 90.88%, respectivamente. No encontrando diferencias significativas en el
ANOVA de via simple (P=0.648). En tanto para los lipidos el ANOVA de via simple no
detect6 diferencias , teniendo digestibilidades de 91.82%, 91.38%, 91.09%, 92.07%, 92.31%
y 90.88% respectivamente, aunque el analisis bifactorial sélo detectd diferencias altamente
significativas (P=0.000) para la interaccién de estos factores, muy similar fue el
comportamiento de la digestibilidad de la proteina con los lipides, observandose que no
existen diferencias significativas (P=0.228) en el ANOVA simple, pero el anilisis
bifactorial detecté diferencias altamente significativas (P=0.000), con digestibilidades en las
dietas de 92.32%, 91.36%, 90.99%, 92.51%, 91.82% y 92.18%, respectivamente. Un tercer
factor implicado en ¢ste analisis estadistico es el de “replicado”, el cual es responsable de
las diferencias altamente significativas (P=0.000) en los resultados globales tanto para
lipidos (93.12%, 91.47% y 90.20%) como para la proteina (92.89%, 91.33% y 91.39%) .
Los analisis estadisticos no encontraron diferencias significativas (P= 0.934) en el ANOVA
de via simple para la materia seca, con digestibilidades promedios de 84.44%, 84.09%,
83.78% y 83.51% para cada dicta. Referente a los lipidos, se observaron diferencias
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altamente significativas (P=0.008) en el ANOVA de via simple, detectanto que la dieta §

- presentaba la digestibilidad mas alta (94.61%) con respecto a las otras dietas (92.31%,
91.06% y 90.88%), asi también el analisis trifactorial detecta diferencias altamente
significativas cuando actian de manera conjunta los factores Vitamina E y ETQ, pero
también cuando actian en forma individual. En tanto que para la proteina no hubo diferencia
alguna en el ANOVA de via simple (P= 0.688) presentando digestibilidades de 91.74%,
91.82%, 91.16% y 92.18%, respectivamente. Cabe mencionar que el tercer factor también
implicado en este grupo fue el de “replicado”, presentando diferencias altamente
significaticas (P=0.000) en lipidos y proteinas.

En conclusién ninguno de los factores estudiados afectaron la digetibilidad de las
dietas
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INTRODUCCION

Actualmente la acuacultura en México y el resto de América Latina estd cobrando

mayor importancia. Se espera que para el afio 2000 la produccion mundial del camardn
cultivado alcance 1 milléon de toneladas métricas (Rodriguez Marin ef al. 1996)

La nutricion del camarén es un aspecto muy importante del cultivo, debido a que el
alimento esta considerado como uno de los costos operacionales mas elevados para la mayor

parte de las empresas acuicolas, ya que representa hasta el 60 % del costo total de la
produccion (Rodriguez Marin, 1993)

El conocimiento de la calidad y cantidad Optimas del alimento necesario para el
cultivo de los crusticeos es algo incipiente. Dicho conocimiento Unicamente puede ser
ampliado por medio de la determinacion de los requerimientos nutricionales, asi como
controlando y promoviendo una mejor calidad de los ingredientes (D’Abramo y Sheen,
1996).

Con base a lo anterior se requiere de una mayor investigacion sobre la digestibilidad
de nutrientes en ingredientes de dietas pricticas para formular dietas efectivas, en cuanto a
costo ¥ seguras en cuanto a nutricién (Brunson y Romaire, 1996).

La harina y el aceite de pescado son los principales ingredientes en los alimentos
balanceados para los peces y camarones en cultivo, ya que representan unas de las fuentes
nutritivas mds importantes. La harina de pescado es la principal fuente de proteina en dietas
para otganismos acudticos, por presentar un alto contenido de proteinas, adecuado balance
de aminoacidos, siendo particularmente rica en lisina y aminoacidos sulfurados, aunado a su
buena digestibilidad. Por otro lado, los aceites de pescado aportan lipidos alimenticios y

acidos grasos esenciales, los cuales son una fuente concentrada y altamente digerible de
energia.

Estos 2 ingredientes son susceptibles a la degradaciéon oxidativa de las grasas y
aceites que producen la formacién de peroxidos, hidroperoxidos, radicales libres, etc. que
disminuyen el valor nutritivo de los alimentos, reducen la palatabilidad, la eficiencia
alimenticia y el crecimiento.

Es por ello que en el proceso de produccion de estas materias primas es necesario
utilizar antioxidantes para proteger los lipidos altamente insaturados, pero también los
alimentos terminados deben estabilizarse y asimismo deben tener un nivel adecuado de
Vitamina E, que actiie como antioxidante tisular.

En este estudio se evaluard la digestibilidad de aceites de pescado con diferentes
niveles de oxidacidn, incluidos en dietas balanceadas.



ANTECEDENTES

L.- DIGESTIBILIDAD APARENTE

Se puede considerar que hasta el momento los alimentos para organismos acuéticos
han sido generalmente evaluados en términos de crecimiento y de composicion corporal de
los animales confiriendo poca atencion a la digestibilidad de los ingredientes o de las dietas
compuestas (Akiyama et al 1989).

La digestibilidad aparente de un alimento corresponde a la fraccion del alimento
ingerido que no es encontrado en las heces (NRC, 1983; Maynard, ef al. 1981; Manriquez,
1994; Schneider and Flatt citado por Leavitt, 1985; Lee and Lawrence, 1997), e involucra
procesos tales como la masticacién, solubilizacion y absorcidén de los nutrientes del
alimento. Asimismo se puede expresar la digestibilidad aparente de un nutriente como la
cantidad de nutriente ingerido no encontrado en las heces, se da en porciento de la cantidad
de nutriente ingerido.

Na — Nh

Digestibilidad aparente del nutriente N (%) = -
a

x 100 ()

en donde Na es el peso de nutriente cn el alimento ingerido y Nh en las heces

1.1 Métodos para Estimar la Digestibilidad

La digestibilidad de un nutriente puede ser estimada por 2 métodos:
[.1.1 Método Directo o Gravimétrico

En este método la cantidad del nutriente en el alimento ingerido (Ni) y en las heces (Nh) se
calculan a partir del peso total del alimento ingerido (A) y de las heces (H):

A x%Na H x %Nh
Na=—"=70" @ @), Nh=—r—

%Na y %Nh son las concentraciones del nutriente estudiado en el alimento
ingerido y en las heces respectivamente.

Este método implica obtener una estimacién precisa de la cantidad total de alimento
“ingerido (A), la colecta cuantitativa del total de las deyecciones (H) y el andlisis de ambos
con respecto al nutriente estudiado (%Na y %Nh).



1.1.2 Método Indirecto o con Marcadores

Para evitar las dificiles tareas de determinar con precision las cantidades de
alimento ingerido (A) y de heces (H), se pueden calcular usando un marcador inerte
(M), no digerible, simplemente midiendo sus concentraciones en muestras
representativas del alimento y de las heces (% Ma y % Mh, respectivamente), las
cuales se relacionan con A y H mediante las ecuaciones siguientes :

]M_Ax%MaQ> _MaxlOO
=700 = %Ma

H x %Mh Mh x 100
Mh=—r 0 =" m

De esta manera, A y H se expresan en funcién de %Ma y %Mbh, que se pueden medir por
andalisis de las muestras de alimento y heces, y de Ma y Mh, o sea las cantidades totales de
marcador ingerido en el alimento y eliminado en las heces; esas cantidades totales no son
conocidas pero son precisamente idénticas ya que se trata de un marcador no digerible : Mi

= Mh =M, y por lo tanto, se van a poder eliminar de la expresién final de la digestibilidad
aparente, como se demuestra a continuacion.

Al reemplazar A y H por su expresion en funcion de M en las ecuaciones (2) v (3) tenemos
lo siguiente:

_Mx%Na

Na = h=Mx%Nh

%Ma ) N % Mh ©)

y finalmente al reemplazar Na y Nh en la ecuacién (1), obtenemos lo siguiente:

M x%Na M x %Nh

%Ma %Mh
Digestibilidad (%) --- X 100

M x % Na
% Ma




en donde el termino M se simplifica, obteniendo lo siguiente

%Nh

%Mh
Digestibilidad (%) = (1 —-memmmmeeeer )X 100 (6)

%Nh %Ma 166
%Mb > %Na) <100 )

lo que es equivalente a : Digestibilidad (%) = (1 -

o: es decir
(8)
) x 100

%Marcador en alimento % Nutriente en heces

Digestibilidad (%) = (1- X : .
%Marcador en heces 2oNutriente en alimento

Esta Oltima férmula es la que se usa practicamente (Maynard,et al 1981; NRC,
1983). Algunos autores utilizan el término de Coeficiente de Digestibilidad Aparente o
Coeficiente de Utilizacion Digestiva Aparente (Guillaume, 1991 in Manriquez, 1994) y en
estos casos se omite el factor 100 a la formula v se obtiene un valor decimal inferiora 1.

En la férmula (6), aparece claramente que el método directo de determinacién de
digestibilidad de nutrientes esta basado en la relacién del cociente Nutriente/Marcador en
las heces al cociente Nutriente/Marcador en el alimento. Para que los resultados sean
confiables es necesario que el cociente Nutriente/Marcador en las heces sea constante
durante toda la fase de evacuacidn de las heces, siendo asi importante que el nutriente
estudiado y el marcador se muevan con iguales velocidades en el tracto digestivo. Por
ejemplo, Leavitt, (1985) reportd que el 6xide de cromo incorporado al 1% en la dieta es
inapropiado como marcador para el estudio de digstibilidad en Homarus americanus porque
no se distribuye de manera homogenea en las heces. También Tacon y Rodriguez (1984)
detectaron una sobreestimacion de la digestibilidad de nutriente en trucha cuando usaron el
oxido de cromo al 7% en la dieta, y lo atribuyen a una aceleracién de la velocidad de
transito del 6xido de cromo usado a este nivel con respecto a niveles de 0.5 a 1%. Asimismo
Austreng (1978), Windell et al. (1978) y Rodriguez et al. (1993) mencicnan que se incluye
el 6xido de cromo en las dietas en porcentajes que van de 0.5 a | para que no influya en la
digestion ni en la velocidad de transito.

Por otro lado Ishikawa et al (1996) hicieron una comparacion entre marcadores
utilizando 6xido de cromo y 5o colestano, para estimar el tiempo de evacuacion de estos 2
marcadores en el tracto digestivo de Penaeus japonicus, ademés de comparar coeficientes
de correlacion entre los niveles de nutrientes y de marcadores en las heces a diferentes



tiempos de comida, encontraron que la evacuacion de ambos marcadores en las heces inici6
entre 1-3 brs después de ser alimentados, y mds de la mitad de los marcadores ingeridos se
excretaba dentro de las 12 hrs, excretindose mas rapido €l Cr,O, que ¢l colestano. También
encontraron que cerca del 100% del colestano ingernido se recobraba en las heces y en el
agua marina en 96 hrs, mientras que el Cr,0, se detecto en heces hasta 24 hus, recobrindose
el 90 %. Y en cuanto a los coeficientes de correlacién, encontraron correlaciones positivas
entre la concentracion del colestano y algunos nutrientes tales como el colesterol (r =0.97),
proteina (r = 0.77) y carbohidratos (r = 0.68), y para el Cr,0, en colesterol (r =0.41),
proteina (r = 0.83) y carbohidratos (r = 0.32). Estos autores mencionan que una alta
correlacion indica movimiento similar del marcador (colestano) con el nutriente {colesterol)
en el tracto digestivo de P. japomicus. En este estudio se mostrd la superioridad del
colestano sobre el Cr,0, como marcador en estudios de digestibilidad en lipidos dietéticos,
por la siguientes razones : 1) Alta recuperacidn de colestano. 2) Muy baja absorcién en el
intestino. 3) Alta correlacién en las cinética de aparicion del colestano y colesterol en heces.
4) Un largo tiempo de retencion en el intestino de los camarones. Por consiguiente el Cr,0,
puede ser un buen marcador para estudios de digestibilidad en proteina en peneidos, pero no
asi para los lipidos. Por lo que una seleccion apropiada de un marcador puede ser de
importante consideracion en estudios de digestibilidad de un nutriente en particular

Otro estudio similar realizado por Sigurgisladottir e al (1990) en el salmén del
Atlantico Salmo salar, mencionan también que el Cr,Q, al no ser liposoluble es inapropiado
para estudios de digestibilidad en lipidos. Mientras que el colestano es un marcador
standard interno apropiado para determinar digestibilidades de 4cidos grasos, debido a la
~ventaja de que puede ser medido al mismo tiempo que los 4dcidos grasos, distinto al Cr,0, el
cual debe ser determinado separadamente.

Mientras 1Y Abramo y Castell (1996) indican que antes de iniciar estudios de
digestibilidad, es necesario tomar la precaucion de determinar si la concentracion del
indicador de digestibilidad en el material fecal aumenta en el tiempo. Si es asi, la coleccién
total de heces seria el método mas preciso para determinar la digestibilidad. Y que los
estudios de digestibilidad deberian probablemente consistir en una evaluacién tanto del
marcador asi como de los métodos de colecta total de las heces para asegurar el nivel de
dependencia de los resultados con respecto al método.

Con respecto a los métodos de colecta Nieto (1995) evalio la eficiencia de tres
métodos de colecta de heces (Sifoneo, Filtracion y Decantacién ) en Penaeus vannamei,
encontrando que en el método de decantacion era muy dificil colectar las heces debido al
habito alimenticio de los camarones ya que empiezan a defecar antes de haberse terminado
el alimento, por otra parte es dificil de separar las heces del alimento debido a que la
densidad en ambos es muy similar. Mientras que por el Método de Sifoneo y Filtracién se
obtuvieron facil y rdpidamente una buena cantidad de heces, siendo ambos métodos
aceptables, aunque en el método de filtracién algunas heces se quedaban pegadas a la pared
del cono, aumentando el tiempo de exposicion de las heces en el agua, determinando asi que
el método de sifoneo era el mis eficiente y mas ficil de llevarse a cabo por las siguientes



razopes : se contaba con las instalaciones adecuadas y el tiempo de transito intestinal del
alimento en camarones de 1g es menor (1 hr) que en peces.

1.2 FACTORES QUE AFECTAN LOS COEFICIENTES DE DIGESTION

Windell et af (1978) reportan que factores tales como temperatura del agua, talla,
racién de alimento y niveles de nutrientes en la dieta pueden afectar los coeficientes de
digestion.

Los valores de dijgestibilidad son afectados diversamente por los efectos asociativos
de los constituyentes de la dieta y no por el porcentaje de cada constituyente (Schneider and
Flatt, 1975 citados por Akiyama, 1986).

1.3 ASPECTOS DE LIXIVIACION

Datos obtenidos por Windell et al (1978) indican que la lixiviacidon de nutrientes de
las heces es mayor durante la primera hora en agua, y hasta la cuarta hora hay un
incremento gradual de lixiviacion de nutrientes.

Un problema asociado con la determinaciéon de la digestibilidad aparente en
ambientes acudticos, es la lixiviacion potencial de nutrientes a la previa ingestion del
alimento y a la coleccién de heces, aunque Fenucci (1981) y Coehlo (1984) (citados por
Clark, 1993) establecen que la lixiviacién no tiene efectos de significancia en estudios de
nutricién en camarén cuando el alimento o heces estan expuestos al agua salada por menos
de 2 horas. Parece que la lixiviacién si puede tener un efecto sobre la cantidad de nutriente
ingerido, sobre todo cuando se trata de nutrientes solubles. En el caso de nutrientes como
. proteina o lipidos cuya solubilidad es inferior, no se considera la lixiviacion en los calculos
de digestibilidad aparente

En tanto que Goldblatt et al (1979) (citados por D' Abramo y Castell ,1996)
investigaron la lixiviacion de nutrientes en dietas para crusticeos, evaluando la pérdida de
materia seca total de riboflavina, Vitamina C, colina, potasio y aminoacidos libres en dictas
agitadas en agua deionizada, observando una pérdida de 20 a 70 % de los diferentes
nutrientes solubles en agua dentro de los primeros 20 minutos de exposicion. Controlando
la lixiviacién cuando los pellets fueron recubiertos en una capsula compuesta de 30 % de
lipidos y 70 % de etil celulosa.

II. DIGESTIBILIDAD APARENTE DE PROTEINA

Los coeficientes de digestion determinados para las muestras de heces colectadas
por el método de sifoneo en Salmo gardneri fueron 7, 13 y 35 puntos porcentuales menos
para la materia seca, proteina cruda y lipidos crudos respectivamente, que las obtenidas por
la técnica de diseccién y succion anal (Windell ef o/ ,1978).



En el estudio realizado por Rychly and Spannhof (1979) para estimar coeficientes de
digestion en tres dietas experimentales con varios niveles de proteina y carbohidratos
(inclusion de Proteina : 74, 58, 32% , para Carbohidratos : 9, 26 y 53% respectivamente en
cada una de las dietas) en Salmo gairdneri, utilizando 6xido de cromo como marcador
inerte, encontraron que las digestibilidades aparentes proteicas, en todas las dietas fueron
excelentes, presentando valores por arriba de 97.2 %, no asi para la digestibilidad de la dieta

total ya que disminuia con el incremento de carbohidratos y la disminucién en el nivel de
proteina en la dieta.

Cho y Slinger (1979) midieron coeficientes de digestibilidad de proteina y materia
seca en trucha arcoiris Salmo gairdneri , utilizando dos métodos de colecta: Sistema Guelph
y el Método de Sifoneo. Los ingredientes utilizados en este estudio fueron harina de
arenque, harina de soya y la dieta de referencia. Los resultados mostraron que el sistema
Guelph obtuvo coeficientes de digestibilidad de proteina de 91.2 %, 95.9% y 88.6% para
cada ingrediente, mientras que para el método de sifoneo fueron de 88.2%, 91.9% y 83.7%
respectivamente. En lo referente a materia seca por el sistema Guelph, Ia harina de arenque
obtuvo 94.5% de digestibilidad, seguida de la harina de soya con 8§1.9% y 64.3 % para la
dieta de referencia, mientras que para el método de sifoneo las digestibilidades de estos

“ ingredientes estuvieron en 10.4, 4.3 y 10.6 puntos porcentuales por abajo.

Algunos tipos de carbohidratos reducen la digestibilidad/absorcion de proteinas y
aminodcidos. Storebakken (1985) asi como Storebakken y Austreng (1987), reportaron que
los alginatos y la goma de guar reducen la digestibilidad de proteina y grasa en trucha arco
_iris. Por otro lado Shiau y Peng (1992), comparando el valor nutricional de diferentes
carbohidratos, observan que la glucosa alimenticia reduce la digestibilidad aparente de

proteina y de materia seca de las dietas experimentales en Penaeus monodon (citados por
D' Abramo y Castell, 1996).

Nielsen er al (1985). demostraron que la calidad de la proteina puede ser reducida
cuando reacciona con lipidos oxidandose, especialmente con elevada actividad de agua y
en presencia de un exceso de oxigeno. La reduccion en la calidad de la proteina bajo

cualquier condicién representa una pérdida en el aprovechamiento de aminodcidos
esenciales y una reduccion en la digestibilidad.

La oxidacién de la metionina, cistina y cisteina se lleva a cabo con los productos
primarios de la oxidacion de grasas y también pueden dar lugar mas adelante a cambios
organolépticos. La metionina es ficilmente convertida a sulfoxido por la oxidacién de
lipidos. Aunque la formacién de este compuesto no se considera nutricionalmente
importante. En tanto que la oxidacion de cistina produce compuestos no disponibles y
pueden ser nutricionalmente significativos (Nielsen et al, 1985).

La lisina y los aminoacidos sulfurados son frecuentemente los primeros en limitar el
aprovechamiento de las proteinas alimenticias (Food and Agriculture Organization, 1970,

citado por Nielsen et al. 1985) y cualquier reduccién en su contenido reduce la calidad
nutricional de la proteina (Nielsen e al. 1985).



Los rangos obtenidos en la digestibilidades de proteinas, lipidos y dieta total, en tres
tipos de tallas de P. vannamei son los siguientes : 78.6-85.8, 45.1-64.8 y 43.9-53.8% (paia
los de talla chica); 80.7-84.5, 52.8-63.8 y 46.9-53.0% (para los de talla mediana); 78.7-
85.4,49.2-63.2 y 41.8-38.4% (para los de talla grande). Se encontr6 que la digestibilidad de
la proteina para camarones de talla chica fue fuertemente correlacionada con el nivel de Ja
preteina en la dieta, y solamente los camarones de talla chica mostraron una fuerte
correlacién entre la digestibilidad de la proteina y el crecimiento, en tanto que no se exhibid
ninguna relacion entre el crecimiento y la digestibilidad de lipidos o dieta total (Smith et al,
1985). '

Brown ef al (1986), evaluaron dos métodos para determinar coeficientes de
digestibilidad aparente de materia seca y proteina, en Procambarus clarkii. Los ingredientes
que se utilizaron en las dietas fueron salvado de arroz, salvado de trigo, harina de soya , de
pescado y de camardn, quitina, gluten de trigo y proteina de soya. Los coeficientes de
digestibilidad de materia seca por el métode de coleccion total de heces, indican que los
ingredientes de origen vegetal fueron los mas digeridos (78.7 %71) y los coeficientes de
digestibilidad proteina por el mismo método arrojaron resultados similares en los
ingredientes de origen vegetal (91.8 % T) con excepcion de la caseina (95.4 %). Mientras
que en el método del indicador (Cr,0, ) los coeficientes de digestibilidad tanto de materia
seca como de proteina fueron negativos debido a que la concentracién de cromo en las
heces fue menor que la concentracién en el alimento.

En la investigacidon realizada por Akiyama ef al (1989) para determinar la
digestibilidad de los ingredientes de las dietas experimentales en Penaeus vannamei,
determinaron las digestibilidades aparentes de proteinas y materia seca, obteniendo rangos
de 99.1 a 3.0% y 91.4 a -21.4% respectivamente. Los porcentajes mas altos corresponden a
los ingredientes purificados seguidos por los ingredientes practicos con porcentajes
intermedios y por ultimo el relleno de la dieta con los porcentajes mas bajos. Esto indica

.que los ingredientes purificados de las dietas son mas eficientemente digeridos que los
ingredientes practicos.

Por otro lado, Nieto (1995) midié coeficientes de digestibilidad de proteina y
materia seca en Penaeus vannamei , al experimentar con tres métodos de colecta (Sifoneo,
Filtracién y Decantacion ) cuya alimentacién se basé en una dieta que cumplia con los
requerimientos nutricionales para el camardn, encontrando digestibilidades de 90.69, 79.48
%; 78.92,77.28 % y 84.93, 71.87 %, respectivamente.

Mientras que Dominguez (1995) también en Penaeus vannamei determind
coeficientes de digestibilidad de materia seca en sus dietas de 79.62, 81.98 y 82.99 %.

En tanto que Tapia (1996) evaluo 4 dietas que contenian 30 % de harina de pescado
con un rango de score biotoxicologico de 0.1 a 2.3, en Panaeus vannamei (2.5g),
encontrando un rango de digestibilidad proteica desde 80.5 a 85.4 %a.



III . DIGESTIBILIDAD APARENTE DE LIPIDOS

Pocos trabajos se han realizado sobre digestién y absorcion de lipidos en crustaceos.
En 1974, Teshima et al., estudiaron la absorcion de esteroles y ésteres de colesterol en
Penaeus japonicus utilizando 6xido de cromo como marcador, obteniendo digestibilidad
aparente de 60.8 a 90.8% y de 67 a 87% respectivamente.

Teshima y Kanazawa (1983) evaluaron la digestibilidad aparente de diferentes
fuentes de lipidos ( triglicéridos, 4cidos grasos y fosfolipidos ) y colesterol en Penaeus
Japonicus, usando O0xido de cromo. Los camarones asimilaron efectivamente el aceite de
higado de abadejo, de higado de calamar, el de soya, €l oleico, el palmitico, la lecitina de
huevo de pollo, la tripalmitina y los aceites hidrogenados de pescado. La digestibilidad de
estos lipidos fue de 80% cuando las dietas contenian niveles de 8% de estos lipidos. Las
digestibilidades del dcido palmitico, tripalmitina y lecitina de huevo no fueron afectadas
marcadamente por sus niveles en las dietas. La coexistencia de lipidos como el &cido
palmitico, tripalmitina o lecitina, mejord la absorcion de colesterol, indicando ser necesario
para la asimilacion efectiva del mismo. Mientras que en ofro estudio (Kanazawa ef al ,
1977a, citado por D' Abramo y Castell, 1996) mencionan que el crecimiento en P.
Japonicus mejoré substancialmente al adicionar aceites ricos en acidos grasos altamente
insaturados en dietas artificiales, e identifican niveles dptimos de aproximadamente 1 %
para juveniles en los siguientes acidos grasos : 18:2w-6, 18:3w-3, 20:5w-6 y 22:6w-3.

La informacién obtenida en estudios de digestibilidad de lipidos no muestra una
diferencia consistente entre la digestibilidad de lipidos de harina y aceite de pescado en
aves, cerdos y rumiantes, a pesar de que existe una tendencia a que el aceite de pescado sea
mas digerible que los lipidos de las harinas de pescado que se podria explicar por una
oxidacidn de estos tltimos. Sin embargo, estos lipidos tienen digestibilidades reales de 90
% o mds en todos los animales estudiados, incluyendo visén y trucha (Opstvedt, 1985).

Se ha demostrado ademas, (Takeuchi e al, 1979 citado por Opstvedt, 1985) que el
efecto negativo de la hidregenacion sobre la digestibilidad de los lipidos en pescado
disminuye a medida que se reduce la temperatura del agua y es mayor en peces pequefios
que en aquellos mas grandes. Por otro lado, la digestibilidad de los dcidos grasos disminuye
al aumentar la longitud de la cadena y se eleva al aumentar la insaturacion, y al parecer los
acidos grasos polietilénicos (20:5 y 22:6) son altamente digeribles en todas las especies.

Merican y Shim (1994) evaluaron la absorcién de acidos grasos de diferentes aceites

( Sardina, Calamar refinado, Calamar, EPA, Higado de bacalao, Soya, Palma, pescado,

_Atun y Maiz) en Penaeus monodon, utilizando 6xido de cromo al 1%, como marcador .
Encontraron en las heces bajos porcientos de ésteres de colesterol, mono y diacilglicéridos

(19.17%, calamar; 0.83%, sardina; 3.39%, calamar refinado, respectivamente) indicando

que existe una gran asimilacién de estos lipidos. También los dcidos grasos altamente

insaturados tales como el EPA Y DHA fueron bien absorbidos obteniendo coeficientes de

digestibilidad de 90.30% --- 96.92% (atun, higado de bacalao, respectivamente) y 88.45% --



- 96.56% (pescado, sardina, respectivamente). En tanto que los valores de digestibilidad de
los dcidos grasos saturados disminuyeron cuando la cadena era mayor de 18 carbonos. Con
excepcion del aceite de pescado, los acidos grasos polinsaturados fueron selectivamente
mejor digeridos. Sugieren que el valor de los aceites como lipidos dietarios esta relacionado
al contenido de acidos grasos libres, y la composicion de acidos grasos saturados y acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga.

Por otro lado, Dominguez (1995) evalio la digestibilidad de lipidos en Penaeus vannamei
utilizando tres dietas que contenian tres niveles de lecitina liquida (0, 1 ¥ 2 %) con un nivel
de inclusién de lpidos en la dieta del 9%, utilizando ¢l 6xido de cromo como marcador,
encontrando en aquellos camarones alimentados con la dieta control coeficientes de
digestion del 92.53 %, siendo significativamente diferente a [a dieta tres ( 88.42%), la cual
contenia 2 % de lecitina, no asi para la dieta dos (91.70%) con 1% de lecitina.

111.1 OXIDACION DE LOS ACEITE DE PESCADO

Los principales problemas por la oxidacion de los acidos grasos de los lipidos de
pescado son: disminucion del valor nutricional de los lipidos, debido a que los Acidos grasos
poliinsaturados cumplen funciones de 4cidos grasos esenciales y su disponibilidad se ve
disminuida, destruccién de vitaminas liposolubles, especialmente E y A, generacion de
hidroperoxidos, sustancias reactivas que causan degradacién de proteina y aminoacidos
{ Ricque et al,1994).

Se sabe que los aceites de pescado son ingredientes importantes en los alimentos
balanceados para la mayoria de peces y camarones en cultivo, ya que son ricos en acidos
grasos esenciales que se requicren para el desarrollo y crecimiento, ademds pueden
contribuir a la palatabilidad de la dieta. De la familia de los dcidos grasos n3, los acidos
eicosapentaenoico 20:5w6 (EPA) y docosahexaenoico 22:6w3 (DHA) se encuentran en
altas proporciones en varios aceites de pescado. Pero el contenido elevado de EPA, DHA y
de otros acidos grasos insaturados, hace que el aceite de pescado sea mds susceptible a la

.oxidacion (Kaitaranta, 1992). Estos aceites son susceptibles durante el almacenamiento a
cambios de los cuales resulta la produccién de sabor y olor desagradable. Se dice entonces
que estos aceites se han enranciado (Abdo ef al ,1993). La consecuencia de este proceso se
centra en sus productos ya que no tienen valor nutricional, también reaccionan con ciertos
aminoécidos disminuyendo su digestibilidad como lo indica Nielsen et af (1985) y con
proteinas disminuyendo su biodisponibilidad. Por lo que este proceso afecta directa o
indirectamente a la digestibilidad.

Los ingredientes a base de subproductos, tales como la harina de pescado, el aceite
de pescado y harinas de subproductos avicolas son altamente susceptibles a la oxidaci6n
durante el procesamiento ya que la materia prima es sujeta a un cocimiento en altas
temperaturas y un secado, lo cual causa peroxidacién produciendo pérdida de palatabilidad,
del valor nutricional de los lipidos y de energia digestible, y afecta la utlizacion protéica. La
oxidaciéon se prolonga durante el almacenamiento. De aqui que deban ser estabilizados
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durante su procesamiento para retener sus valores nutritivos, y solamente ingredientes
estabilizados deben ser utilizados en la produccion de alimento (Pike, 1994; Subramanyan,
1994).

El efecto del aceite oxidado de pescado en la alimentacion de bagres de canal
Ictalurus punctatus fue estudiado por Murai y Andrews (1974). En un experimento
disefiado factorialmente, el aceite de pescado oxidado a un valor peroxido de 60 meq/Kg de
aceite, fue agregado en niveles de 0, 1.0 o 10.0% a las dietas semi-puras que contenian
niveles variables de acetato de alfa-tocoferol (0, 25 y 100 mg/Kg) o etoxiquina (0 y 125
mg/Kg). Los bagres alimentados con aceite oxidado de pescado, hasta en una tasa de 1%,
sin acetato alfa-tocoferol o etoxiquina, presentaron una reduccién del ritmo de crecimiento,
eficiencia en la conversion de alimentos, aumento de la mortalidad y exhibieron sintomas de
deficiencias de vitamina E.

Otro estudio similar realizado por Hung et al. (1980) utilizando aceite de arenque
con tres niveles de oxidacion : aceite fresco (VP= 6 meq/Kg) , ligeramente oxidado (VP= 25
meq/Kg) y moderadamente oxidado (VP= 50 meq/Kg) incluido en la dieta a un nivel de 7.5
%, y suplementadas con tres niveles de acetato «c de tocoferol (33, 66 y 99 mg/Kg de
dieta), alimentando a truchas arco iris Salme gairdneri durante 24 semanas. Al termino del
experimento no se encontraron diferencias significativas en el incremento de peso vivo,
conversion alimenticia, composicidn de la carcasa, contenido de lipidos y proteina cruda en
la carcasa, y en la actividad de la glutation peroxidasa. Sin embargo, la concentracion de oc-
tocoferol en el higado se incremento por la suplementacién de DL - acetato de tocoferol.
Por otro lado el nivel de « tocoferol endogeno disminuyo por el aceite moderadamente
oxidado y por el periodo de almacenamiento (24 semanas).

El efecto de aceites oxidados de pescado en carpas Cyprinus carpio, ha sido
estudiado en Japon. Watanabe et al, 1967 (citado por Opstvedt, 1985) alimentaron carpas
(3g a 5g) con 10% de aceite oxidado (valor perdxido <=>150meq/Kg) de pescado con y sin
acetato de tocoferol o antioxidantes sintéticos en dietas bajas en grasas, durante 120 dias.
Las carpas alimentadas con el aceite oxidado sin adicion de acetato de alfa-tocoferol,
presentaron un ritmo de crecimiento reducido y mortalidad aumentada, lo que fue
contrarrestado con la adicién de 25 mg de acetato de alfa-tocoferol por Kg de dieta, pero no
con antioxidante sintético. Pareceria que los lipidos de pescado que estan oxidados (valor
peroxido mayor a 50 meq/Kg lipido) son toxicos para los peces ain en niveles bajos en las
dietas que no contienen acetato de alfa-tocoferol.

He y Lawrence (1993) evaluaron el requerimiento de vitamina E y examinaron la
efectividad de la vitamina y ¢l BHT (antioxidante) en la prevencion de la oxidacién de
lipidos en dietas y en tejidos de Penaeus vannamei (0.14 g), alimentindolos por 8 semanas
con 7 dietas conteniendo diferentes niveles de vitamina E ( 0, 25, 50, 100, 200, 400 y 600
mg/Kg de dieta) y una dieta con 16 mg de BHT/Kg. En los resultados encontraron que en
aquellas dietas que tenian de 0 a 100 mg/Kg de vitamina, los camarones exhibieron un
incremento en el peso, sin embargo no hubo diferencias en peso en las dietas con 100 a 600
mg/Kg de vitamina E, e indican que el requerimiento de vitamina E es de 99 mg/Kg de dieta
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para juveniles de P. vannamei . En tanto con BHT en Ja dieta se obtuvo un peso final mayor
con respecto a las dietas suplementadas con un nivel de vitamina E inferior al
requerimiento. Por otro lado, la suplementacién mayor de 25 mg de vitamina E es requerida
para suprimir la peroxidacion de lipidos estimulada por el 4cido ascOrbico en membranas
microsomales y mitocondriales del hepatopancreas, mientras que en el tejido muscular son
necesarios 100 mg de vitamina E. En la peroxidacién de lipidos en las dietas al ser
expuestas a una temperatura de 60 °C (72 hrs) el nivel de hidroperdxidos disminufa
conforme la inclusion de vitamina E aumentaba en las dietas.

En 1995, Stéphan ef al estudiaron la relacién entre la fuente de lipidos dietéticos la
vitamina E y las substancias reactivas del acido tiobarbitirico (TBARS), asi como la
aparicion de los TBARS y la desaparicion de los dcidos grasos poliinsaturados (PUFA) en
Scophthalmus maximus , utlizando seis dietas (3 dietas con aceite de cacahuate y 3 dietas
con aceite de higado de bacalao) incluidos al 5 % en las dietas y tres niveles de acetato oc

“tocoferol (20, 70, 320 mg/Kg de dieta). Después de 32 semanas de alimentacidn,
encontraron que el efecto de los dos factores nutricionales sobre el TBARS fue significativo
{P< 0.01). Los TBARS fueron menores cuando los peces eran alimentados con el aceite de
cacahuate, cuando se comparaban con las dietas que tenian aceite de arenque. También
fueron menores en el higado cuando eran suplementadas con acetato o tocoferol en el caso
del aceite de higado de bacalao (interaccion < 0.01). En cuanto a la desaparicion de los
PUFA durante la peroxidacién in vitro, estd depende de la naturaleza de cada 4cido graso y
es marcadamente influenciada por los dos factores nutricionales. El suministro de acetato oc

tocoferol dietético claramente retrasa la desaparicién de los dcidos grasos.

Por otro lado, San Martin Del Angel (1995) al utilizar aceite de pescado (Menhaden)
con tres grados de oxidacidn: aceite fresco (VP= 6.1meq/Kg), aceite moderadamente
oxidado (VP = 50.5meg/Kg), aceite altamente oxidado (VP = 100.3meq/Kg) , incluidos en
las dietas a un nivel de 7.5 %, dietas que a su vez fueron suplementadas con dos niveles de
Vitamina E (0, 100 mg/Kg) y Etoxiquin (0, 130 mg/Kg), encontr6 alta mortalidad y menor
tamafio de los hepatopancreas en aquellos camarones alimentados con las dietas libres de
vitamina E, y observando una mortalidad m4s temprana y menor tamafio del hepatopancreas
en los organismos que consumieron la dieta deficiente en etoxiquin y vitamina E. El grado
de oxidacidn de los aceites no tuvo un efecto sobre la sobrevivencia, y solo actud sobre el

"crecimiento por medio de un consumo inferior; la tasa de conversién no fue afectada por el
grado de oxidacion del aceite.

Petersen ef al (1997) al estudiar la oxidacion de lipidos en alimento, utilizando 2 dietas
con harina y aceite de macarela (60 % y 20 % de inclusidn respectivamente) cuya diferencia
era la inclusion de etoxiquin, encontraron mediante el valor TOTOX y el indice de
Quimioluminiscencia, que la harina de pescado no estabilizada era oxidada durante el
procesamiento, ademas el antioxidante estabiliza [a grasa del alimento. Aunque los valores
TOTOX producidos por los aceites de pescado no fueron afectados significativamente por el
antioxidante, y después de 6 meses de almacenamiento, el valor TOTOX indica que el aceite
sin etoxiquin fue menos oxidado que el aceite de pescado tratado con etoxiquin i.e. El
etoxiquin no tiene efecto antioxidante en el aceite.
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111.2 FACTORES QUE ORIGINAN OXIDACION

Los siguientes factores juegan un ro! importante en reacciones de oxidacion en peces
(Ke et al. 1977, citado por Khayat y Schwall, 1983).

1.- Naturaleza de la grasa : tipo de dcido graso, grado de insaturacién y proporcién de
fosfolipidos.

2.- Distribucion de 1a grasa en el cuerpo.

3.- Presencia o ausencia de otros compuestos quimicos en los téjidos, los cuales
pueden actuar como aceleradores o inhibidores de reacciones de rancidez, sujeto a otros
factores como pH, ambiente quimico, etc.

4.- Factores externos, tales como calor, luz y rayos UV, los cuales tienden a cambiar el
equilibrio de los compuestos del tejido. La principal razon de la oxidacién de grasa de peces
congelados es la deshidratacién de tejidos durante el almacenamiento y la exposicién de
oxigeno atmosférico.

Takama et al. (1972 citado por Khayat y Schwall ,1983) almacenaron came
desmenuzada de 5 especies de pescado a -20°C por 100-120 dias y determinaron las siguientes
tasas de produccién de acidos grasos libres en término de pmoles/dia/100g : Alaska pollock
12.0, macarela 8.0, yellowtail 3.1, Northern blenny 2.0 y flying squid 2.0. Ellos atribuyen el
cambio de la degradacion de los lipidos a la hidrolisis y oxidacién.

Tsukuda, 1976 (citado por Khayat y Schwall , 1983) estudio el cambio en lipidos de
skipjack tuna durante el congelamiento a -10°C, -20°C y -30°C por 80-140 dias de
. almacenamiento. Los resultados mostraron que los trigliceridos disminuyeron rapidamente en

el periodo inicial de almacenamiento. Después de 80 dias a -10°C el contenido de &cidos
grasos libres se incrementé de 151 a 1,950 mg en el musculo negro, y de 79 a 38 en el musculo
ordinario. Después de 40 dias a -10°C la pérdida de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina
alcanz6 56 - 70 % en ambos tipos de tejido. Después de 140 diasa - 30°C la pérdida alcanzé
10 - 15 % en ambos tipos de musculo. El incremento en el contenido de dcidos grasos libres
fue debido a la hidrélisis de fosfolipidos y triglicéridos. En el musculo negro, los 4cidos grasos
fueron derivados de los triglicéridos, pero en el musculo ordinario el incremento en 4cidos
grasos libres fue debido principalmente a la hidrdlisis de fosfolipidos.

Por otro lado Ke et al. 1977 (citado por Khayat y Schwall , 1983) en un estudio similar
muestra que la tasa de oxidacién de lipidos de macarela durante el congelamiento depende de
la temperatura de almacenamiento. La tasa de formacién de peroxidos en la piel y en el
musculo negro de la macarela fue significativamente menor a - 40°C que a - 15°C. A 60°C la
tasa de oxidacion de lipidos de la piel de la macarela fue significativamente més alta que la
tasa de oxidacion de lipides de la came. Los resultados sugieren que los Acidos grasos
poliinsaturados son definitivamente los mds ripidamente oxidados que los monoenos en la
grasa de la piel de la macarela congelada. Ademas el efecto es dependiente de la temperatura
en las condiciones de congelacidn, pero la actividad catalitica de la oxidacion de lipidos puede
ser inhibida bajando Ia tempetura de congelacion a - 40°C.
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Petersen y Olsen (1989) mencionan que la fasa de oxidacion es correlacionada
positivamente a la temperatura de almacenamiento, presencia de oxigeno/aire, iluminacion o
radiacion UV, iones metdlicos, y la tasa de oxidacion se incrementa més rapidamente en grasa
oxidada. Ademads al investigar diferentes métodos de extraccion de grasas en alimento o harina
de pescado, encontraron que la seleccién de solventes es importante durante el procedimiento
de extraccion, e influye también el contenido de los productos de oxidacidn, lo cual puede ser
explicado por la polaridad de aldehidos y peroxidos, la potencia del solvente y 1a polaridad del
extracto.
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IMPORTANCIA

El estudio a efectuarse tiene importancia desde un punto de vista nutricional, el
aceite de pescado o fuentes de lipidos con &4cidos grasos poliinsaturados son muy
susceptibles a la oxidacién, la cual puede afectar la eficiencia nutricional del alimento
especialmente su digestibilidad.

El presente trabajo esta dirigido a evaluar el efecto que causan los aceites de
pescado con diferentes niveles de oxidaciéon suplementados con vitamina E y/o

Antioxidante incluidos en la dieta, sobre la digestibilidad de materia seca de lipidos
y proteinas.

OBJETIVO

Determinar el efecto que tienen los lipidos oxidados y presencia o no de vitamina E
y/o antioxidante artificial, sobre la digestibilidad de la materia seca, de lipidos y proteinas
presentes en la dieta para camarones juveniles de Penaeus vannamei.

HIPOTESIS

Los productos de la rancidez de lipidos influyen negativamente en la digestibilidad
de la materia seca, de lipidos y de las proteinas de la dieta.
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La inclusién de Vitamina E y/o Ethoxiquin en la dieta reducen el efecto negativo de
la rancidez sobre la digestibilidad de la materia seca , lipidos y proteinas de la dieta.

MATERIAL Y METODO

El trabajo se realizé en el Programa “Maricultura” perteneciente al Departamento de
Ecologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas. Universidad Auténoma de Nuevo Leén.

I. FORMULACION DE LA DIETA BASE EXPERIMENTAL

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron las dietas fabricadas por el M. C.
Pablo San Martin Del Angel, quien las evalué en el marco de su investigacion,

A continuacion se muestra la composicién de la dieta base

TABLA 1.- Cuadro de Composicion de la Dieta Base

— INGREDIENTES -~ -~ . % ¥
-Harina de pescado 13
-Pasta de soya 13
-Harina de camarén 4
-Haripa de trigo 52.8 (cant. suf. para el 100%
-Gluten de trigo 3
-Mezcla Vitaminica* 0.225
-Metionina 0.107
-Aceite de Pescado 7.517

(fresco, medianamente o altamente oxidado)
-Fosfato Monosédico 1.269
-Vitamina C. (Rovimix Stay C) 0.025
-Vitamina E. 0.010 (suplementacién o no)
-Antioxidante (ETQ) . 0.013 (suplementacion o no)
-Oxido de cromo » 1.000

* Vitaminas aportadas/Kg de dieta: Vit. A (15 000 UIKg); Vit. D (7 500 Ul/Kg); Vit. K (20 mg/Kg);
Tiamina (150 mg/Kg); Riboflavina (100 mg/Kg); Cianicobalamina B12 (0.1 mg/Kg); Acido 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) (formula de Akiyama et al.; (1989). (Publicados por Técnicas
Nutricionales, Monterrey, N.L.)

*+Se incluye en la dieta para estudios de digestibilidad.
Fuente : Tomado de San Martin del Angel (1995)
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II. DIETAS EXPERIMENTALES

Se evaluaron 8 dietas marcadas con Cr,0, , diferenciandose cada una de ellas en el
-nivel de oxidacion del aceite de pescado y en la inclusion de Vitamina E y/o Etoxiquin en

las dietas (ver tabla 2).

TABLA 2.- Dietas Experimentales.

ACEITE DE SABALO (MENHADEN)

OXIDACION
FRESCO MEDIANA ALTA
PV meq/Kg 6.1 50.5 100.3

VIT. E ETQ ——————— ————————— e,
R o R I B 5
------------ 130ppm 1 3 6

100ppm | semmememmeen [ meemEemeeen | e ’ 7

100ppm 130ppm 2 4 8

Fuente: Tomado de San Martin del Angel. (1995)

11I. ANALISIS BROMATOLOGICOS

El analisis bromatoldgico de las dietas se realizé mediante los métodos de andlisis

proximal descritos por la A.O.A.C. (1990) los cuales son :

Humedad Secado a 100°C por 24 hrs
Proteina Kjeldhil (Tecator)
Extracto Etéreo Soxhlet (Tecator)
Fibra cruda Filtracién en fibra ceramica
Ceniza Calcinacién a 600°C
*E. L. N. Por diferencia
Oxido de cromo Colorimetria
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* Extracto Libre de Nitrégeno

IV. SALA DE BIOENSAYO

Se llevaron a cado 3 bioensayos en la sala de zootecnia (ver Anexo III), la cual
consta de un circuito cerrado de agua salada sintética con caracteristicas marinas,
constituida por 48 acuarios de fibra de vidric de 60 X 30 X 35 cm, con un volumen de 60
litros de capacidad y tres estanques para preengorda con capacidad para 500 It. y 5 tanques
de 1.100 It, tres de ellos funcionan como reservorios y 2 para abastecer por gravedad agua a
los acuarios. Cada acuario posee un doble fondo cubierto con tela de gasa, teniendo cada
uno un sistema “ air waterlift” para promover la circulacién, a través del doble fondo,
efectudndose un recambio de agua diario del 300 %.

Para mantener la calidad del agua se cuenta con 2 filtros de cartucho, 2 filtros de
carbon activado, 2 contactores biologicos, fraccionadores de espuma, y para mantener la
temperatura constante se cuenta con un sistema cerrado de calefaccién, por intercambio de

- calor con un serpentin que lleva agua caliente en su interior, ademas de todo el equipo
necesario para determinar los parametros fisicos tales como refractometro, potenciémetro,
termometro, etc., y pruebas colorimétricas para determinar los parametros quimicos.

V. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

Diariamente se registré la temperatura, salinidad y quincenalmente el pH, Amonio,
Nitritos y Nitratos

YI. ORGANISMOS

Se utilizaron 3 lotes de postlarvas Penaeus vannamei cuya procedencia es la
siguiente : Granja El Dorado, Sonora; Laboratorio de Produccion de Postlarvas Génesis de
Puerto Peifiasco, Sonora; Laboratorio de Preduccién de Postlarvas el Camarén Dorado de
Cd. Obregon, Sonora., cuyo peso promedio era de 1.1g, las cuales fueron trasladadas a la
sala de zootecnia de la Facultad de Ciencias Biolégicas donde se aclimataron.

VII. DISTRIBUCION

Para cada bioensayo (3 replicados en el tiempo : cuyas fechas de inicio y
terminacién son las siguientes: 22/05/95 - 24/06/95; 16/08/95 - 4/09/95 y 9/03/96 - 7/04/96
respectivamente) se seleccionaron 84 camarones, en donde el peso promedio fue de 1.07,
1.08 y 1.12gr respectivamente. En cada replicado o bioensayo los organismos fueron
pesados individualmente en una balanza OHAUS, para luego ser distribuidos en los 12
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acuarios experimentales, con 7 organismos por tratamiento. Los tratamientos 1, 3, 4 y 8 se
hicieron por duplicado en cada bioensayo, mientras que los otros tratamientos 2, 5,6 y 7 se
dieron a un solo acuario debido a que se obtenia una mayor cantidad de heces que con los
otros tratamientos. Se realiz0 un analisis de varianza del peso inicial de los organismos para
comprobar la homogeneidad en el peso de cada acuario.

Durante los primeros tres dias después de haberse iniciado el bioensayo, aquellos
camarones que morian, eran reemplazados por camarones que tuviesen la talla promedio del
acuario.

VIII. BIOENSAYO DE DIGESTIBILIDAD

En cada bioensayo se llevo a cabo el protocolo experimental que a continuacion se
describe.

Aclimatacién.- Los camarones se alimentaron con las dietas experimentales durante 4 dias
para que los animales se adaptaran al alimento y no tuvieran stress causado por el manejo
durante la distribucion.

Ayuno.- El quinto dia no se alimentaron para eliminar el alimento en el tracto digestivo.

Alimentacién.- El sexto dia comenzé la alimentacién experimental, administrandoles 2
veces al dia “ad libitum”, una tercera parte por la mafiana y dos terceras partes por la tarde.
Para completar el 10 % de la biomasa por acuaric. Los camarones eran alimentados
aproximadamente 1 hr para evitar la lixiviacion del alimento.

Recoleccion de heces.- El método utilizado fue el de sifoneo, en el cual se ufilizé una
manguera de plastico para colectar las heces producidas, en frascos de vidrio, después de
lhr de alimentacion para evitar la lixiviacién de las heces. Posterior a esto se eliminaban los
residuos de alimento no ingerido del acuario.

Limpieza de heces.- Una vez colectadas las heces eran enjuagadas con agua destilada por

_decantacion o con ayuda de una micropipeta Pasteur para eliminar lo mas posible las sales
del agua marina, luego se retird el exceso de agua destilada del frasco de vidrio para evitar
lixiviacion.

Mantenimiento de heces.- Una vez limpias las heces eran congeladas a -20°C diariamente
en frascos de vidrio individuales.

Por la tarde se realizaba la metodologia antes descrita (desde alimentacion) y al final del dia
las heces eran reunidas en los frascos y vueltas a congelar.

Seguimiente diario.- Todas las mafianas se cuantificaban los camarones y los restos de

muda, posteriormente se sifoneaban los acuarios para retirar los restos de heces, muda y
camarones muertos.
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La duracién de cada bioensayo durd hasta obtener un minimo de 380 mg de heces (base
seca).

Anilisis quimicos.- Antes de realizar los anélisis de Cr,0O;, proteinas y lipidos en las heces,
se realizaron preliminares en las dietas.

Después de que se realizaron los analisis quimicos correspondientes se procedié a calcular
el porcentaje de digestibilidad del nutriente estudiado.

o %Marcador en alimento % Nutriente en heces
Digestibilidad.(%) = (1 — X ; i ) x 100
%Marcador en heces %Nutriente en alimento

IX. Aparatos Utilizados Durante el Trabajo de Laboratorio

IX.1 Equipo para la técnica de 6xido de crome y proteina

‘Digestor eléctrico Tecator.
Unidad de destilacion Tecator
Titulador automaético digital jencons, con 50 ml de capacidad
Espectrofotometro Beckman DU 650

IX.2 Equipo para la técnica de determinacion lipidos

Centrifuga Centra MP4R IEC

Rotor # 224 Horizontal

Adaptador para tubos de ensaye # 7225

Estufa Shel Lab 1330 Fx

Vortex Thermoline Type 37600 mixer

Balanza Analitica Modelo A&D ER-182A (Precision : 32g/0.01lmg, 180g/0.1mg.)

I1X.3 Reactivos

Caseina de leche bovina, SIGMA. Lot. 123H0877

Oxido de cromo Chrom (111) - oxid. 12233 Riedel - de Ha&n
Molibdato de sodio (grado reactivo)

Acido sulfturico (concentrado)

Acido perclérico 70 - 72%

Clururo de metileno (grado reactivo)
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Metanol {grado reactivo)
Acido bdrico 4 %
NaOH 40 %

HCI 0.05M.

X. DETERMINACI()N DEL CONTENIDO DE OXIDO DE CROMO Y DE
PROTEINA EN DIETAS Y HECES

Para reducir la cantidad de heces necesarias para los andlisis de cromo y proteina, se
utilizd la técnica de Bolin {(1952) modificada por Nieto (1995), la cual permite usar la
misma muestra digerida en 4cido para la determinacion de cromo por espectrofotometria y
posteriormente la determinacién y titulacion del nitrégeno total por la técnica micro
Kjeldhal Tecator.

Sin embargo, se hicieron las siguientes modificaciones a la técnica original (Nieto, 1995,
com. per.):

1.- Se adicionaron juntos los 5 ml del agente oxidante (10g Molibdato de sodio, 150 ml de
H,0 dest, 150 ml Acido sulfurico y 200 ml de Acido perclorico) y los 2 ml de acido
perclérico antes de ser puesto en el digestor.

2.- La temperatura alcanzo los 300°C antes de ser colocados los tubos de digestion con las
muestras en el digestor.

Por lo tanto, la técnica queda como se indica en el diagrama de flujo (Ver Anexol:
Diagrama 1}. Todas las determinaciones se hicieron sobre muestras duplicadas en dietas y
heces.

X1. CURVA STANDARD DE OXIDO DE CROMO

Antes de ser analizadas tanto las dietas como las heces se realizé la curva standard
de Cr,0,, por el método de Bolin (1952).
Se realizaron en un mortero mezclas de 6xido de cromo y caseina bovina {ver reactivos) de
- concentraciones conocidas de oxido de cromo : 1,2, 3, Sy 7 %, con un peso total de 10g, y
se les aplico la técnica indicada en el diagrama 1, con una toma de muestra de 30mg.

Con ayuda de un espectrofotc:)metro se realiz6 un barrido de luz visible en la muestra
digerida mas concentrada (7%) para determinar la mejor longitud de onda, a la que se
deberian hacerse las lecturas, dando un pico maximo de absorbancia de 438 nm.

Las lecturas obtenidas con las diferentes mezclas se pueden observar en la tabla No 3
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TABLA 3.-Valores Obtenidos para la Curva Estdndar de Oxido de Cromo.

]

CAbsorbanciag. [Pzt

el
0.0249 2.60
0.0495 2.11
0.0785 0.45
0.1306 0.75
0.1873 0.45

C.V. = Coeficiente de variacién. (Férmula de c.v.= desv. Standar /Media X 100).

En esta tabla se puede observar que el coefliciente de variacion disminuye con la

concentracién. Y los datos presentan la siguiente formila de regresion (Fig 1).

Y= (-0.003) + {0.027) X

r= 0,9998

donde Y = Absorbancia

X = Cantidad de Cr,0, conocida

CURVA STANDAR DE OXIDO DE CROMO

0.2

ABSORBANCIA 438 nm

0.18 4
0.16 -
0.14 -
012 ¢+

0.1 -
0.08 -
0.06
0.04
0.02 -

$
L
*
L J
*
2 a 6
CONCENTRACION (mg/mi)

+ Lecturas reales
——Recta de Regresion

Figure 1.-Curva de Oxido de Cromo Ajustada
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XII. DETERMINACION DE LiPIDOS

Se pesaron 100 mg (Pm) de muestra libre de humedad (3 dias en la estufa a 70°C)
en una balanza analitica (ver equipo), depositandola posteriormente en un tubo de ensaye
previamente etiquetado, y se aplicé la técnica indicada en el diagrama 2 (ver anexo I).
Después se agregaron los solventes y se mezclaron en un vortex en dos etapas, se centrifugd
(ver detalles en Anexo I) en una centrifuga IEC (ver equipo).

El sobrenadante se pas6 a un embudo de separaciéon de fase con la ayuda de una
micropipeta Pasteur, pasandolo por un papel filtro (Whatman # 1) evitando asi
contaminacién con particulas de alimento o heces, observandose 3 fases. Al precipitado en
el tubo de ensaye se le procesé 2 veces mis con el procedimiento ya descrito. Se reunieron
los 3 juegos de sobrenadantes en el embudo de separacion de fases. Se extrajo la fase
inferior (cloruro de metileno + lipides) pasindola a un tubo de ensaye limpio y previamente
pesado (Pa), evaporandola con nitrégeno y pasindola a la estufa a 80°C, por 15 a 20
minutos para eliminar cualquier residuo del solvente. El tubo nuevamente se pesé (Pb) y
con la formula del diagrama 2 (Ver Anexo I)se determind el % de lipidos presentes en la

* dieta y en las heces.

XIII. ANALISIS ESTADISTICO

Los tratamientos indicados en la tabla No. 2, permiten el analisis del efecto de tres
factores, segiin dos disefios bifactoriales constituidos por los grupos siguientes : Dietas 1, 2,
3,4, 6 y 8 para los factores nivel de oxidacion y la suplementaciéon con vitamina E; Dietas 5,
6, 7y 8 para los factores vitamina E y Etoxiquin (en presencia de aceite altamente oxidado
solamente).

Sin embargo, los tres grupos de camarones usados para correr las pruebas de
digestibilidad dieron respuesta globalmente diferente, lo que llevo a incluir este efecto
(replicados) en el andlisis de resultados. Por lo que se realizé un andlisis trifactorial sobre
los dietas agrupadas de la manera indicada previamente, tomando como tercer factor el
efecto “replicados™, con 2 repeticiones para cada determinacion de la digestibilidad lipidica
y proteica.

En el caso de los datos de la digestibilidad de la materia seca, no se pudieron realizar
los andlisis trifactoriales, ya que solo se contaba con una determinacion de digestibilidad por
replicado.

Ademas se realizaron analisis de varianza de una via y una prueba de DUNCAN (P=
0.05) para clasificar eventualmente las dietas significativamente diferentes.
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RESULTADOS

I. ANALISIS PROXIMAL

Los resultados de los andlisis bromatoldgicos presentaron homogeneidad en todas
sus determinaciones como se puede ver en la tabla No. 4. Los porcentajes de proteina
variaron dando un mimimo de 34.66 % en la D5 y un maximo “tedrico” en base seca de
36.07 % para la D8. La grasa presentd variaciéon de 6.02 % en la D1 y 8.23 % como valor
teorico para la D8. Los valores tedricos seilalados anteriormente, son porcientos
transformados en base seca, tomados de San Martin del Angel (1995) en base humeda ( no
se analizaron porque se acabaron las dietas). La fibra vario de 1.40 % en J]a D8 a 1.8] % en
la D4. La ceniza de 6.24 % a 6.26 % (D4 y D5 respectivamente) y la humedad de 9.86 % en
la D3 y 8.67 % para la D7. En tanto que para el E.L.N. se observd una variacién de 8.3
puntos porcentuales. En lo referente al 6xido de cromo, el porciento en los alitnentos varia
de 0.96 % parala D1y 1.13 % en la D5.

TABLA 4.-Andlisis Proximal de las Dietas Experimentales (% base seca)

DIETA Proteina | Grasa |Fibra| Ceniza | Humedad | E.L.N. 0)51}[9 de

.  cromio
1- AF+ ETQ 34.60 6.02 146 | 6.72 9.40 41.8 0.9680
2- AF+ETQ + Vit E 35.86 7.32 1.55 | 6.82 9.46 38.99 1.0943
3.-AM.O.+ ETQ 34.86 6.90 1.81 6.67 8.67 41.09 1.1085
4.- AM.O.+ETQ+ Vit.E 34.76 6.45 1.44 | 6,26 8.99 42.10 1.1276
5.- A.LAO. 34.36 7.20 1.63 | 6.94 9.38 40.49 1.1365
6.- AAO.+ ETQ 34.77 6.40 1.55 6.76 9.79 40.73 1.0951
7.- AL AO+Vit. E 34.66 6.56 1.52 | 6.76 9.86 40.64 1.1048
8- AAOA+ETQ+ Vit. E |36.07%%* | 823 +++ | 140 | 6.82 9.51 33.80 1.0000*

Dietas : 1.- Aceite Fresco + Etoxiquin, 2.- Aceite Fresco+ Etoxiquin+ Vitamina E., 3.- Aceite
Medianamente Oxidado + Etoxiquin ., 4.- Aceite Medianamente Oxidado + Etoxiquin + Vitamina
E., 5.- Aceite Altamente Oxidado., 6.- Aceite Altamente Oxidado + Etoxiquin.,, 7.- Aceite
Altamente Qxidado + Vitamina E., 8.- Aceite Altamente Oxidado + Etoxiquin + Vitamina E.

e Extracto Libre de Nitrdgeno.

* Valor tedrico para el 6xido de cromo.

+++ Valores tedricos en base seca, extrapolados a partir de los datos en base hiimeda del alimento
sin 6xido de cromo (Tesis, San Martin Del Angel, 1995).
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‘II. PARAMETROS FISICO--QUIMICOS

TABLA S5.-Parametros Fisico-Quimicos

Temperatura | Salinidad pH Amoni Nitritos - 1}Iitr§tgs
°C (&) 0 (ppm) (Bpm)
(ppm) P
Bioensayo 1 28.3+0.86 31.8+ 8.13+ 0.1+ 0 0.76 £ 3.8+1.24
1.23 0.05 1.06
Bioensayo 2 28.1 £ 0.64 325+ 8.06 + 0.1£0 0.19+ 252%
0.91 0.95 0.19 214
Bioensayo 3 26.8x1.11 350+ 8.10%0 0.4+ 0 0.24 + 44 £ 0
1.05 0.12

III. DIGESTIBILIDAD APARENTE

III.1 EFECTO DEL GRADO DE OXIDACION DEL ACEITE DE PESCADO

YDE LA SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E

Las dietas 1, 2, 3, 4, 6 y 8 permiten evaluar los efectos de dos factores : grado de
oxidacion y suplementacién con vitamina E, segun un disefio bifactorial (Tabla. 6). A
continuacion, se analizaran los resultados de estas 6 dietas en cuanto a su digestibilidad de

materia seca, de lipidos y proteina.

TABLA 6.-Diseiio Experimental.

ACEITE DE SABALO (MENHADEN)
OXIDACION
FRESCO | MEDIANA ALTA

PV meq/Kg 6.1 50.5 100.3
VIT.E ETQ
------------ 130ppm 1 3 6
100ppm | e
100ppm 130ppm 2 4 8~

3x2 dietas conteniendo aceite fresco, medianamente oxidado o altamente
suplementadas con dos niveles de Vitamina E (0 y 100 mg/Kg de dieta).
Fuente: Tesis, San Martin del Angel (1995).

oxidado
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111.1.1 DIGESTIBILIDAD DE MATERIA SECA

En la tabla. 7 se muestran los resultados promedios que corresponden a la
digestibilidad de la materia seca. No existen diferencias significativas para ninguna de las
dietas, al utilizar el ANOVA de via simple (P — 0.3474) y la comparaciéon muitiple de
medias de Duncan. Por otro lado el analisis bifactorial tampoco detectd diferencias
significativas en lo que respecta al grado de oxidacién del aceite (P = 0.766) o a la
suplementacion con vitamina E (P — 0.786) pero si para la interaccion de estos 2 factores ( P
= (.049): la digestibilidad es ligeramente mas baja en las dietas suplementadas con
Vitamina E, excepto para las dietas con aceite medianamente oxidado donde se observa lo

_contrario (Fig. 2).

TABILA 7.-Resultados Promedios de Digestibilidad de Materia Seca.

D1 D2 D3 D4 Do DS
Media 84.72 83.56 82.28 84.77 84.51 83.06
s.d. 2.93 2.00 1.46 1.69 1.69 2.44
Gr. Oxid. P =0.766
Supl. Vit. E P =0.786
Interaccion P =0.049
One-way P =0.347

s.d. = Desviacion estandar., Gr. Oxid = Grado de oxidacion del aceite de pescado., Supl. Vit. E. =
Suplementacion de Vitamina E., P = Probabilidad., n=3
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I11.1.2 DPIGESTIBILIDAD DE LiPIDOS

Los resultados promedios de la evaluacion de la digestibilidad de lipidos (Tabla. 8)
muestran valores homogeéneos en todas las dictas experimentales de acucrdo al ANOVA de
via sumple (P = 0.5709). El analisis trifactornal no detecto efectos significativos para el grado
de cxidacion (P= 0.994) o la suplementacién de Vitamina E. (I = 0.137) pero si para la
tuteraccion de los 2 faciores (P = 0.000): la digestibilidad promedio de los lipidos para las
dietas suplementadas con Vitamina I (91.39 %) fue ligeramente mas baja que para las dietas
sin Vitamina E ( 91.83 %), sin embargo esle clecto se invierte en cl caso del aceite
medianamente oxidado (Fig 3), como para ta digestibilidad de materia scca.

Los tres lotes de camarones usados para cl estudio, dieron resultados diferentes, con
diferencias altamente significativas (P—0.000): de 93.12, 91.47 v 90.20 % en promedios para
los tres lotes respectivos. La interaccion oxidacion / replicado fue significativa (P~ 0.000) e
indica que la respuesta a los niveles de oxidacion fue diferente entre replicados, (esto puede
eslar ligado al origen de los camarones).

TABLA 8.-Resultados Promedios de la digestibilidad de Lipidos.

D1 D2 D3 - D4 D6 D8

Media 91.82 | 91.38 | 91.09 | 92.07 | 9231 | 90.88
s.d. 0.69 0.97 219 1.97 1.09 1.86
Gr. Oxid. P =0.994

Supl. Vil E. P=0.137"

Replicado P =0.000

INTERACCION

Oxida - Vit E P =0.000

Oxida - Replic P =0.000

Vit E - Replic) P =0.155

Oxid - Replic - Vit I P =0.041

One-way P=0.570

s.d. = Desviacion estandar., Gr. Oxid = Grado de oxidacion del aceite de pescado., Supl. Vit. E. =
Suplementacion de Vitamina I 1" = Prehabilidad . n=3
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111.1.3 DIGESTIBILIDAD DE PROTEINA

Los resultados arrojados del analisis de varianza trifactorial de la dieta (tabla. 9)
indican que el factor grado de oxidacién del aceite de pescado no tiene un efecto
significativo sobre la digestibilidad de la proteina de la dieta (P= 0.316). Globalmente, la
suplementacion de vitamina E mejora ligeramente la digestibilidad (P— 0.029), sin embargo
la interaccion de estos 2 factores es significativa (P= 0.000): la digestibilidad se mejora
con la presencia de Vitamina k£, solo cuando el aceite es oxidado (caso de D3, D4, D6, DS8).
Por lo que respecta al ANOVA de via sunple y a la comparacion muiltiple de medias, no

-detectaron diferencias significativas (P~ 0.2282) aunque cabe mencionar que la D3 tuvo la
menor digestibilidad 90.99 % ({ig. 4).

Los replicados dieron respuestas globales significativamente diferentes (= 0.000)

con valores de 92.89, 91.33 y 91.39 %, respectivamente. Ademas, su respuesta a la

suplementacion con vitamina E fue variable segin el replicado (P~ 0.000 para la interaceién
vit E / replicado).

TABLA 9.-Resultados Promedios de la Digestibilidad de Proteina

D1 D2 D3 D4 D6 . D8

Media 9232 | 91.36 | 90.99 | 92.51 | 91.82 | 92.18
s.d. 0.40 1.06 0.75 0.95 1.50 1.85
Gr.Oxid. ’ P=0.316 '
Supl. Vit. E. ’ P=0.029 B
Replicado P=0.0_U‘,U.'

INTERAGCION, ) T
Oxida / Vit E : P=0.000
Oxida / Replic P=0.018
Vit E / Replic P=0.000
Oxida / Vit E/ Replic P=0.000
One-Way . P=0.228

s.d, = Desviacion estandar,, Gr. Oxid = Grado o. oxidacion del aceite de pescado., Supl. Vit. E. =
Suplementacion de Vitamina E., P = Probabilidad., n=3
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IIL.2 EFECTO DE LA SUPLEMENTACION O NO DE VITAMINA E Y DE

LA SUPLEMENTACION O NO CON ANTIOXIDANTE SINTETICO

ETOXIQUIN (ETQ

La evaluacidn de los efectos de la suplementacion con Vitamina E y/o ETQ sobre [a
digestibilidad de las dietas se llevd a cabo en los camarones alimentados con las dictas 5, 0,
7, 8, utilizandose el siguiente disefio experimental (Tabla. 10), realizandose un ANOVA de
2 vias para los datos de digestibilidad de materia seca, y un ANOVA dc tres vias incluyendo
el efecto “replicado” para los datos de digestibilidad de lipidos y proteina. También se
utilizé un ANOVA de via simple y comparacion multiple de medias de Duncan para cada

pardmetro evaluado.

TABLA 10.-Disefio Experimental.

ACEITE DE SABALO (MENHADEN)

OXIDACION
FRESCO MEDIANA ALTA
PV meq/Kg 6.1 50.5 100.3
VIT. E ETQ
———————————————————————— - 5
------------ 130ppm 5 6-‘
100ppm  § e - 7
100ppm 130ppm - - 8

2x2 dietas conteniendo aceite altamente oxidado suplementadas con dos niveles de Vitamina
E. (0 y 100 mg/Kg de dieta) y dos niveles de suplementacion de antioxidante ETQ (0 y 130

mg/Kg de dieta).
Fuente: Tesis, San Martin del /\ng,cl (1995).
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I11.2.1 DIGESTIBILIDAD DE MATERIA SECA.

En la tabla. 11 se resumen los resultados promedios referentes a la digestibilidad de
la materia seca. El andlisis bifactorial no detectd alguna diferencia significativa cuando la
Vitamina E (P = 0.226) y el ETQ (P= 0.847) actuaban individualmente, ni en la interaccion
de estos 2 factores (P = 0.556). Por otro lado el ANOVA de via simple tampoco encontrd
diferencias (P = 0.587), aunque las digestibilidades variaron de 83.06 % en laD8 a 84.51 %
en la D6 (Fig. 5).

TABLA 11.-Resultados Promedios de la Digestibilidad de la Materia Seca.

ETQ P=0.847
Interaccion P =0.556
One-way) P =0.587

s.8. = Desviacion estandar., Supl. Vit. E. = Suplementacién de Vitamina E., P = Probabilidad.
n=3
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I11.2.2 DIGESTIBILIDAD DE LIPIDOS

Los resultados promedios de la digestibilidad de lipidos (tabla. 12) muestran que la
D5 (A. AO) destaca del resto de las dietas por poseer la mayor digestibilidad (94.61 %)
(fig. 6). El ANOVA de via simple entre dietas demostré diferencias altamente significativas
{P = 0.008) y la comparacion multiple de medias de Duncan identifica a la D5 como
diferente de las otras. En tanto, el andlisis trifactorial si detectd una disminucion altamente
significativa de la digestibilidad de lipidos por la presencia de Vit. E. (P = 0.000), asi
también por la presencia de ETQ (P =0.000), la interaccion de estos 2 factores fue altamente
significativa (P =0.001), siendo posible que la diferencia sea debido al alto valor presentado
por la D5.

El efecto “replicado” es altamente significativo, y también su interaccion con la
suplementacién con vitamina E (P= 0.000 y P= 0.001, respectivamente).

TABLA 12.-Resultados Promedios de la Digestibilidad de Lipidos.

— D5 D6 - D7 D8,
Media 94.61 b 9231 a 91.06 a 90.88 a
SD. 058 1.09 1.82 1.86
Vit. E P=0.000
ETQ P = 0.000 ]
Replicado P =0.000

INTERACCION §
Vit E-ETQ P = 0.001 _
Vit E - Replic’ : P =0.001
ETQ - Replic - P=0223
VItE - ETQ - Replic ] P =0.209 ]
One-way P =0.008

s.d. = Desviacion estandar., Supl. Vit. E. = Suplementacion de Vitamina E., P = Probabilidad.
n =3 Letras diferentes indican diferencias significativas
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111.2.3 DIGESTIBILIDAD PROTEICA

En Ja tabla. 13 se encuentran los resultados promedios de digestibilidad de la
proteina, observandose la ausencia de dilerencias significativas por el efecto de la Vit E, y
un aumento ligero de la digestibilidad proteica por la presencia de ETQ (92.0 vs 91.46 %).
(fig. 7)

Las diferencias entre los tres replicados de camarones fueron altamente significativas
(93.14, 91.15 y 90.90 %, respectivamente). [a interaccion significativa Vit E /Replicados,
indica que la respuesta a la suplementacion con Vit E fue diferente segin el grupo de
camarones utilizado (esto debe estar relacionado con las reservas de vitamina E con las que
contaba cada lote de camaron al momento del experimento).

TABLA 13.-Resultados Promedios de la Digestibilidad de Proteina.

D5 Do D7 D8

Media 91.74 91.82 91.16 92.18
s.d. 1.10 1.50 1.30 1.81
Vit. E. P=0.553 N
ETQ . P =0.010 )
Replicado P = 0.000

INTERACCION ‘ ]
Vit E/ETQ P = 0.021
Vit E / Replic P =0.003
ETQ / Replic P =0.752
Vit £/ ETQ / Replic P =0.000
One-way PP =0.688 ]

s.d. = Desviacion estandar., Supl. Vit. E. = Suplementacion de Vitamina E., P = Probabilidad.
n=3

37



% DIGESTIBILIDAD

100

DIGESTIBILIDAD APARENTE PROMEDIO DE
PROTEINA

mD5 A. AO

mD6 A.AO +ETQ

pOD7 A.AQ + Vit. E.

ED8 A.AO + ETQ + Vit.
E

DIETA

~

Figure 7.-Porcentaje de Digestibilidad de la Proteina

38



DISCUSIONES

I. ANALISIS DE LAS DIETAS

Los analisis bromatologicos de las dietas experimentales arrojaron resultados similares
a los reportados por San Martin del Angel (1995), teniendo en cuenta que las dietas estudiadas
poseen los mismos ingredientes excepto el 6xido de cromo que se utiliza para estudios de
digestibilidad aparente.

La pérdida de materia seca por lixiviacién fue reportada por San Martin del Angel
(1993) y estuvo en un rango de 3.7 a 5.6 % después de una hora de inmersion en agua marina,
lo que asegura que la distorsion en la composicion proximal de lo ingerido por los camarones
debido a la lixiviacién fue minima en el caso del presente trabajo. Fenucci, (1981) y
Coehlo,(1984) (citados por Clark, 1993) mencionan que uno de los problemas asociados con la
determinacion de la digestibilidad en ambientes acuaticos, es la lixiviaciéon de los nutrientes;
Windell ef al, (1978) mencionan que la lixiviacion de las heces es mayor durante la primera
hora en el agua. Sin embargo, en este trabajo se infiere que no se tuvo este problema debido a
‘que tanto el alimento como las heces estuvieron en contacto con el agua por menos de lhr,

II. METODO PARA DETERMINAR LA DIGESTIBILIDAD APARENTE

I1.1 TECNICA DE OXIDO DE CROMO

La adicion del acido perclérico al mismo tiempo que la mezcla oxidante se llevo a
cabo para asegurar la digestion de la muestra, ya que algunas veces por la manera tradicional
del método la muestra que se digeria viraba al color deseado antes de agregar el Acido
perclérico (Nieto, 1996. com. per).

Aunque Bolin et al (1952) indican hacer la digestién de una sola concentracion de
oxido de cromo y establecen la curva de calibracion a partir de diluciones de esta muestra
digerida, en este caso se decidié preparar mezclas de Cr,O; en concentraciones crecientes en
caseina y se uso el mismo tamafio de muestra (30 mg) que para las muestras de heces con el
objeto de reproducir mas fielmente las condiciones del andlisis. Ademas se utilizaron alicuotas
de las mezclas con 7 % de Cr,O, comno testigo al momento del andlisis de las muesiras de
heces, para confirmar que la digestion se efectuara correctamente. El uso de un
espectrofotémetro Beckman (DU 650) determind el maximo de absorbancia a una longitud de
onda de 438 nm. (por medio de un barrido de luz visible) la cual se eligié para trabajar. Bolin

.et al (1952) utilizaron para sus lecturas un colorimetro fotoeléctrico Evelyn con filtro de 440
nm. '
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1.2 METODO BLIGH & DYER

En esta técnica se detectd que si la muestra presentaba humedad (en particular cuando
el secado durd solo un dia en la estufa a 70°C, en lugar de tres dias) la extraccién de los lipidos
no era al maximo, aunque también puede influir o causar interferencia los reactivos utilizados,
ya que si son caducos o presentan humedad higroscopica o no son los indicados, estos no
poseen la misma capacidad de extraccidn. Petersen y Olsen (1989) al investigar diferentes
métodos de exiraccion de grasas en alimento o harina de pescado, encontraron que es
importante seleccionar adecuadamente los solvente para la extraccion, ya que estos también
influyen en el contenido de los productos de oxidacion (lo cual puede ser explicado por la

polaridad de aldehidos y peroxidos), la potencia de extraccion del solvente y la polaridad del
extracto.

1. DIGESTIBILIDAD DE LA MATERIA SECA

La digestibilidad de un alimento es un parimetro esencial a considerar en estudios de
nutricién y para esto es también importante utilizar el método de medicion de coeficientes de

digestion y de coleccién de heces mas adecuado, de acuerdo a las necesidades de la
investigacion.

Aunque los métodos de coleccion de heces tienen sus pros y sus contras, en nuestro
caso se decidié utilizar la técnica de Cr,0, debido a que no es necesario colectar la totalidad de
las heces (Austreng, 1978; Windell et al,1978; Rodriguez, 1993) y se tenian las instalaciones
adecuadas para manejar un mayor nimero de organismos, ademas de que esta técnica es
apropiada para este tipo de estudios en peneidos (Akiyama et al, 1989) no asi para otro tipo de
crusticeos (Akiyama et al, 1989; Brown ef al, 1986).

Los coeficientes de digestion de materia seca estuvieron entre el 82.66 % en la D3
(AMO +ETQ) y 85.25 % para la D1 (A F + ETQ).

Windell ef al, (1978) determinaron coeficientes de digestion en Salmo gairdneri por 3
métodos de coleccion de heces, cuyos resultados fueron 77.3% (sifoneo), 80.3% (diseccion
intestinal) y 79.1% (succién anal); Cho y Slinger (1979) encontraron en la misma especie
coeficientes de digestion en varios ingredientes por los métodos de coleccién de heces (Guelph
y Sifoneo) de 94.5 %, 81.91%, 64.3% y 80.4%, 77.6% y 53.7 % respectivamente; Brown et
al, (1986) utilizaron también 2 métodos de coleccidon de heces, para determinar coeficientes de
-digestion en Procambarus clarkii , tepiendo resultados por arriba del 78.7% (método de
coleccion total de heces) en ingredientes de origen vegetal y por el método de Cr,0, los
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coeficientes resultaron negativos; Dominguez (1995) determiné digestibilidades de materia
seca en Pengeus vannamei que van desde 79.62 - 82.99 %; Nieto (1995) encontrd en la misma

especie coeficientes de digestibilidad de materia seca alrededor de 80 %, al utilizar el método
de sifoneo.

De manera general, los coeficientes de digestion obtenidos en este trabajo estan
ligeramente arriba de los rangos de acuerdo a la literatura antes citada, aunque existen
variaciones entre los coeficientes y estas diferencias pueden deberse a las diferente
condiciones experimentales de cada investigacion, a las distintas especies con las que se
trabajan, a los efectos asociativos de los ingredientes (Akiyama ef al, 1989) y a los niveles de
inclusiéon de los ingredientes en las dietas como lo indican Richly and Spannhof (1979), o

"D’Abramo y Castell (1994) quienes mencionan que al incrementar el nivel de carbohidratos
puede disminuir la digestibilidad de proteina y de la materia seca.

Respecto al efecto de los tratamientos sobre la digestibilidad de la materia seca, el
primer andlisis bifactorial no detecto diferencias generadas por los factores grado de oxidacion

y suplementacién con Vit. E. El ANOVA de via simple tampoco detectd diferencias entre las
dietas.

En el segundo diseiio factorial (en presencia de aceite altamente oxidado) contrario a lo
esperado, la D8 que tenia vitamina E y etoxiquin obtuvo el porcentaje digestibilidad de

materia seca mas bajo (no -significativo) comparado con aquellas dietas que tenian solo
vitamina E o Etoxiquin.

Finalmente podemos decir que la digestibilidad de la materia seca no fue afectada por
ninguno de los factores estudiados.

1V, DIGESTIBILIDAD DE LIPIDOS

Es dificil hacer comparaciones de nuestro trabajo con otros estudios, ya que las
referencias de este tipo son demasiado escasas, debido a que la mayorfa de las investigaciones
realizadas estin encaminadas a otros parametros biolégicos como crecimiento y sobrevivencia.

Sin embargo la informacién obtenida en estudios de digestibilidad de lipidos indica
que los lipidos de aceite de pescado tienen coeficientes de digestion reales de 90 % o mas; en
este trabajo la tGnica fuente de lipidos fue el aceite de pescado (menhaden) el cual tiene altos
niveles de &cidos grasos poliinsaturados; Kanazawa et al, 1977 (citado por D'Abramo y
Castell, 1994) mencionan que e} crecimiento de P. japonicus mejord al adicionar aceites ricos
en acidos grasos altamente insaturados; Merican et af (1994) también encontraron en Penaeus
monodon gran asimilacion de 4cidos grasos insaturados (EPA y DHA); Takeuchi et ol
(1979)(citados por Opstvedt, 1985) comentan que al parecer los dcidos poliinsaturados (20:5 y
22:6) son altamente digeribles en todas las especies; sin embargo, el contenido de EPA, DHA
y de otros acidos grasos insaturados hacen que el aceite de pescado sea mas susceptible a la
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oxidacién (Kaitaranta, 1992); Stéphan et af (1995) encontraron un efecto significativo de la
fuente de lipidos (aceite de higado de bacalao y aceite de cacahuate) sobre las sustancias
reactivas del acido tiobarbiturico.

En nuestro experimento los analisis trifactoriales demuestran que la digestibilidad de
los lipidos se ve disminuida por la suplementacién de vitamina E sobre todo en dietas
conteniendo aceite de pescado altamente oxidado (dietas 5, 6, 7 y 8). El Etoxiquin actué en el
mismo sentido, de manera altamente sigificativa también. En particular la mayor digestibilidad
de lipidos se observa con la D5 (94.6 %) la cual carece a la vez de vitamina E y ETQ. Creemos
que la digestibilidad de la dieta 5 fue sobreestimada, ya que posiblemente los lipidos presentes
en las heces principalmente de ésta dieta se estuvieron oxidando durante el almacenamiento a -
20°C, debido a que no estaban protegidos contra la oxidacion. Esta suposicién concuerda con
lo encontrade por Takama efr al. (1972), Tsukuda (1976) y Ke er al. (1977) (citados por
Melton, 1983) los cuales mencionan que la tasa de oxidacion de lipidos depende de la
temperatura y de las condiciones de almacenaje y que la actividad catalitica de la oxidacidn de
lipidos solo puede ser inhibida a - 40°C. Ademas de esto, Petersen y Olsen (1989) mencionan
que la tasa de oxidacion se incrementa més rapidamente en grasa ya oxidada. Por otro lado las
digestibilidades de las otras dietas se establece entre 90.8 y 92.3 % . Estos valores tal vez no
fueron sobreestimados por causa de la oxidacidn, ya que los lipidos estaban mejor protegidos
con antioxidante y/o vitamina E .

Sin embargo €] factor mas importante de oxidacién probablemente pudo ser el secado
. de las heces antes de sus anélisis y sobre todo la extraccién con solvente sin antioxidante. Otra
vez los tratamientos mas afectados serian los que no contenian vitamina E y/o ETQ. En este
caso la diminucion artificial del contenido de los lipidos en las heces produce una
sobreestimacion de la digestibilidad de los lipidos.

Al relacionar los pardmetros biol6gicos de sobrevivencia y crecimiento realizados por
San Martin Del Angel (1995) con la digestibilidad de los lipidos, se puede observar que la
mortalidad fue mayor en aquellos camarones alimentados con dietas no suplementadas con
vitamina E, y particularmente precoz con la dieta 5 que carecia ademas de ETQ.

La correlacion entre Ia mortalidad y la digestibilidad puede ser explicada en funcién
del alto contenido de 4cidos grasos poliinsaturados presentes en el aceite siendo ficilmente
oxidados y aumentando con esto la deficiencia de vitamina E.

Por otra parte, otro pardmetro afectado por la ausencia de vitamina E y ETQ fue la
relacion hepatosomatica, la cual disminuyé en ausencia de vitamina E y ETQ, con el valor
minimo para la DS5. Parece contradictorio que la digestibilidad lipidica sea mayor en
camarones cuyos hepatopdncreas esta atrofiado, sabiendo que una de las funciénes del
hepatopancreas es almacenar lipidos. La explicacion es que probablemente la digestibilidad en
realidad no fue mayor, solo fue sobreestimada como se menciond anteriormente.
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V. DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA

Nuestros resultados contrastan con la mayoria de los antecedentes por los altos valores
de digestibilidad aparente proteica que obtuvimos (92 %) al utilizar el mismo método de
coleccién de heces; Windell et al, (1978) en Salmo gairdneri, obtuvieron digestibilidades del
77 %; Cho y Slinger (1979) también utilizaron el método de sifoneo para determinar
coeficientes de digestion en diversos ingredientes, encontrando en la misma especie
digestibilidades de 83 y 91 %,; siendo significativamente diferentes a los encontrados por
Richly and Spannhof (1979) también para este organismo; Smith ef al (1985) determinaron
digestibilidades de 78.6 a 85.3 % en Penaets vannamei ; en tanto que Akiyama et al (1989) en
esta especie determina digestibilidades proteicas de 99.1 a 3.0 %, e indica que los ingredientes
purificados de las dietas son mads eficientemente digeridos que los ingredientes practicos;
resultados muy similares a éstos obtuvo Brown et al (1986) en Procambarus clarkii.

Todas estas diferencias pueden ser explicadas en funcion a los factores que afectan a
la digestibilidad de la dieta, como pueden ser : fisicoquitnicos, talla, especie, racién de
alimento (Windell er al , 1978) y efectos asociativos de los constituyentes de la dieta y los
niveles de nutrientes (Schneider and Flatt, 1975, citado por Akiyama, 1986; Windell et al,
1978); se ha visto que al aumentar el nivel de inclusion de carbohidratos y disminuir la
proteina se ocasiona un decremento en la digestibilidad de la proteina (Richly and Spannhof,
1979; D' Abramo y Castell, 1994).

También la digestibilidad proteica en este trabajo esta ligeramente arriba de lo
.encontrado previamente en camardn: Nieto (1995) encontrd digestibilidades de 90.69% y
Tapia (1996) determiné un rango de 80.5 a 85.4 %.

De acuerdo a los andlisis estadisticos, el nivel de oxidacién inicial del aceite utilizado
en el alimento no actué sobre la digestibilidad proteica, pero la suplementacion con vitamina E
mejord ligeramente la digestibilidad en las dietas que contenian lipidos oxidados, aunque no

en ausencia de ETQ. Por otro lado, la suplementacién con ETQ mejora significativamente la
digestibilidad proteica de la dieta.

Que los aceites oxidados no provoquen una menor digestibilidad proteica parece en
contradiccion con los resultados de Nielsen et al (1985), los cuales mencionan que la calidad
de la proteina puede ser reducida por los lipidos oxidandose: la biodisponibilidad de los
aminoacidos se ve afectada, ya que reaccionan con los productos de la oxidacién de los
lipidos. Sin embargo, en nuestro experimento, la oxidacion de los lipidos actué antes de la
mezcla con los otros ingredientes y los aceites fueron estabilizados antes de ser agregados a la
formula, por lo tanto los productos de la oxidacion en €l aceite de pescado probablemente ya
estaban neutralizados antes de entrar en contacto con la proteina

El efecto positivo del ETQ y su interaccion positiva con la vitamina E para mejorar la
digestibilidad proteica, parece confirmar la importancia de controlar la oxidacion durante el
proceso, aunque el efecto positivo del ETQ en nuestro trabajo parece estar en contradiceion a
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lo encontrado por Petersen ef ai. (1997) que mencionan que el etoxiquin no tiene efecto sobre
la digestibilidad de la proteina de las harinas de pescado utilizadas durante su investigacion.

CONCLUSION

La digestibilidad proteica de la dieta no fue afectada por el nivel de oxidacién inicial de los
lipidos incorporado en las dietas experimentales (cabe recalcar que las muestras de aceite
con diferente grado de oxidacion fueron estabilizadas antes de ser incluidas a la formula)
pero si disminuyo en ausencia de suplementacién de vitamina E y ETQ, probablemente

porque en este caso, los procesos de oxidacion durante la peletizacion ya no eran
controlados y pudieron afectar la proteina.

La digestibilidad lipidica no es afectada por el nivel de oxidacion del aceite de pescado
incluido en las dietas experimentales. El aumento de la digestibilidad lipidica en las dietas
no suplementadas con vitamina E y/o ETQ parece ser un artefacto ligado principalmente a la
oxidacién y destruccidn de los lipidos durante el tratamiento de las muestras de heces

La digestibilidad de la materia seca no fue afectada por ninguno de los tres factores
estudiados, sin embargo es posible que algtin efecto ligero haya sido enmascarado por las
variaciones entre los tres grupos replicados de camarones, debido a que no se pudieron
realizar andlisis trifactoriales por causas anteriormente mencionadas.
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ANEXO 2

SALA DE BIOENSAYOS

ANEXO 3 MATRIZ DE DATOS EN ARCHIVO SPSS
Diela | replicado Dig. mat seca Dig.pro. | Dig Lip. | Vit. E | ETQ | Oxid | filtro2 | filtrol
1 1 82,78 91,91 92.57 1 2 i 0 1
1 | 92,93 92,28 1 2 1 1] 1
1 2 86,46 92,32 90,56 1 2 1 0 1
1 2 92,65 91,68 t 2 i 0 [
1 3 86,51 92,24 91,94 1 2 1 0 1
1 3 91,91 91,94 1 2 1 0 i
2 1 81,68 92,48 92.24 2 2 1 L] 1
2 1 52,84 92,24 2 2 1 0 1
2 2 83,37 90.45 91,6 2 2 1 i) 1
2 2 90,25 21,6 2 2 [ H 1
2 3 85,39 91,15 91,02 2 2 1 0 1
2 3 91,04 89,63 2 2 1 0 1
3 1 80,85 92.3 93,06 1 2 2 0 1
3 1 21,33 93,89 1 2 2 0 !
3 2 84,22 90,36 91,31 1 2 2 0 1
3 2 90,49 91,08 1 2 2 Q 1
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3 3 82,91 90,72 88,6 1 2 2 0 1
3 3 90,59 83,6 1 2 2 a {
4 1 83,02 93,43 94,99 2 2 2 0 1
4 1 93,63 93,94 2 2 2 0 1
4 2 85,53 90,96 91,69 2 2 2 0 1
4 2 92,41 91,25 2 2 2 0 |
4 3 86,10 92,38 89,86 2 2 2 0 1
4 3 92,27 50,73 2 2 2 Y 1
5 1 83,10 92,97 95,54 1 1 3 1 0
5 1 93,18 94,13 1 1 3 1 0
5 P 84,68 91,44 94,04 1 i 3 1 0
5 2 91,63 94,25 1 1 3 1 !
5 3 85,46 90,63 94,75 1 1 3 1 0
5 3 90,63 94,95 1 1 3 1 0
6 | 83,31 93,40 94.00 1 2 3 1 1
6 ] 92,93 92,69 1 2 3 I 1
6 2 82,71 89,69 91,62 | 2 3 | i
6 2 90,25 92,97 1 2 3 1 1
6 3 86,25 92,24 91,19 1 2 3 1 1
6 3 92,41 91,41 1 2 3 1 1
7 1 §3,03 92,66 92,50 2 i 3 1 0
7 1 92,59 93,28 2 1 3 i 0
7 2 84,36 90,07 91,42 2 1 3 i 0
7 2 90,07 91,42 y 1 3 1 0
7 K] 83,97 91,7 88,77 s 1 3 1 0
7 3 39,39 89,01 2 1 3 1 0
3 1 84,28 94,07 92,14 2 2 3 [ i
3 1 93,28 93,35 2 2 3 1 I
8 2 85,79 93,15 90,39 2 2 3 | |
8 2 92,93 91,44 2 2 3 1 1
8 3 80,48 89,84 58,98 2 2 3 1 1
8 3 85,84 88,48 2 2 3 1 |
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ANEXO 4

ANALISIS ESTADISTICOS
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PARTE I
ANALISIS ESTADISTICOS : DIGESTIBILIDAD DE MATERIA SECA.
GRUPOS ANALIZADOS : 1,2,3,4,6,Y 8
GRUPOS ANALIZADOS: 5,6,7Y 8
ANOVA : TWO - WAY Y ONE - WAY
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DMS

by OXIDACIO GRADO DE OXIDACION
VITE VITAMINA E

Total Fopulation
24,01

(24)

OXIDACIO
1 2 3
8436 83.77 8395
©® © (12

VITE
1 2
8410 83.92
(12) (12)
VITE
i 2
OXIDACIO
i 3525 8348
3) 3
2 38266 B84.38
LEH 3)
3 B425 3365
© (6
*4¢ ANALYSIS OF VARIANCE **%*
DMS
by OXIDACIO GRADQO DE OXiDACION
VITE VITAMINAE
HIERARCHICAL sums of squares
Covariates enlered FIRST
Sum of Mean
Source of Variation Squares DF Square F
Main Effects 1.347 3 449 51
OXIDACIO 1.138 2 569 192
VITE 209 1 209 -~ 070
2-Way Interactions 12.985 2 6.493 2137
OXIDACIO VITE 12.985 2 6.493 2,187
Explained 14.332 5 2866 966
Residual 53.438 18 2.969
Total 67.770 23 2947

49 cases werc processed.
25 cases (51.0 pet) were missing.

Sig
of F

928

827
794

d4
141

465
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DMS

by VITE VITAMINAE
ETQ  ETHOXIQUIN

Total Population

34.01
(24
VITE
12
84.10 8392
(12 (12
ETQ
12
84.10 8398
% (18
ETQ
1 2
VITE
1 3441 3400
E)) ©
2 B379 8396
3) ®

*** ANALYSIS OF VARIANCE ***

DMS

by VITE VITAMINAE
ETQ ETHOXIQUIN

HIERARCHICAL sums of squares

Covariates entered FIRST
Sum of

Source of Variation Squares
Main Effects 214
VITE 209
ETQ 065
2-Way Interactions 87
VITE ETQ 387
Explained 661
Residual 67.109
Total 67.770

49 cases were processed.

25 cases (51.0 pot) were missing.

DF

20

23

Mean
Square

137
209
065

387
387

220
3.355

2.947

F

041
.062
019

d15
115

.066

Sig
of F
960

805
891

738
738

977
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Variable DMS
By Variable DIETA

Analysis of Variance

Sum of Mean F F
Source D.F. Squares  Squares Ratio Prob.
Between Groups  § 13.9443 2.7389 6782 6484
Within Groups 12 49.3459 4.1122
Total 17 63.2902

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

Gp | 3 852500 2.1392 12351 799358 TO 90.5642
Gmp 2 3 83.4800 1.8574 1.0724 78.8658 TO 88.0942
Grp 3 3 82.6600 1.6989 0808 784398 TO 86.8802
Gmp 4 3 84,8833  1.6387 S461 20.8126 TO 889541
Grp 6 3 84.0900  1.8945 1.0938 79.3837 TO 83.7963
Gip 8 3 835167 27361 1.5797 76.7198 TO 903135
Total 18 839800 1.9295 4548 §3.0205 TO 849395

GROUP MINIMUM MAXIMUM

Grp 1 82.7800 86.5100
Grp 2 81.6800 85.3900
Grp 3 80.8500 £84.2200
Grp 4 83.0200 86.1000
Grp 6 82.7100 26.2500
Grp 8 80.4800 85.7900

TOTAL 80.4200 86.5100
Levene Test for Homogeneity of Variances

Statistic dfi df2  2-tail Sig.
4070 5 12 .835
----------------- ONEWAY--cccommamaaaao-
Variable DMS
By Variable DIETA

Multiple Range Tests: Duncan test with significance level .05

The difference between two means is significant if
MEAN(J}-MEAN() >=1.4339 * RANGE * SQRT(1/N(I} + 1/N{J))
with the following value(s) for RANGE: .

Step 2 3 4 5 6

RANGE 3.08 322 332 3137 341

- No two groups are significently different at the .030 levet

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are tiot significantly different)
Subset 1

Group Grp 3 Grp2 Grp 8 Grpé6 Grp 4
Mean  B2.6600 834800 335167 84.0000 84.3833
Group Grp 1

Mean 85.2500
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Vatiable DMS
By Variable DIETA

Analysis of Variance

Sum of Mean F F
Source D.F. Squares  Squares Ratio Prob.
Between Groups 3 1.3462 A487 1382 9344
Within Groups 8 259768 3.2471
Total il 273230

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

Grp 5 3 84.4133  1.2024 6942 814264 TO 874003
Grp 6 3 84.0900 1.8945 1.0938 793837 TO 88.7963
Gip 7 3 £3.7867 6837 T 3947 82.0883 TO 85.4851
Grp 8 3 83.5167 2.7361 15797 76.7198 TO 903135
Total 12 33.9517 1L.5760 4550 829503 TO 84.9530

GROUP MINIMUM  MAXIMUM

Grp 5 83.1000 $5.4600
Grp 6 82.7100 86.2500
Grp 7 83.0300 843600
Grp 8 80.4800 85.7900

TOTAL 80.4300 86.2500

LT ONEWAY-cemmmooman-- s
Levenc Test for Homogeneity of Variances

Statistic dfl dR2  2-tail Sig.

24120 3 8 142
S W s ONE WAV consvossmmaasuss
Variable DMS

By Variahle DIETA

Multiple Range Tests: Duncan test with significance level .05

The difference between two means is significant if _
MEAN({))-MEAN(I) >= 1.2742 * RANGE * SQRT(I/N{I) + I/N()))
with the following value(s) for RANGE: .

Step 2 3 4
RANGE 3.26 340 348

- No two groups are significantly different at the 050 level
Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

Subset |
Group Grp 8 Gip 7 Grp 6 Grp35
Mean £3.5167 £3.7867 £4.0900 84.4133
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ANEXO # 4

PARTE 1I
ANALISIS ESTADISTICOS : DIGESTIBILIDAD DE LIPIDOS Y PROTEINA.
GRUPOS ANALIZADOS: 1,2,3,4,6 Y 8
GRUPOS ANALIZADOS: 5,6,7Y 8
ANOVA : TRIFACTORIAL Y ONE - WAY

SE SELECCIONAN DATOS DE LAS DIETAS 1,2,3,4,6 Y 8
DIGLIP

by OXIDACIO GRADQ DE OXIDACION
VITE VITAMINAE
REPLIC
. Total Population
91.60
(36)
OXIDACIO
1 2 3

o161 9158 91.60
(12 az (12

VITE
12
91.74  91.45
(18 (i¥)

REPLIC
2 3
9312 9147 9020
(123 (2 a2

VITE
12
OXIDACIO
1 9183 9139
© (9
2 9109 92.08
6 ()
3 9231 9088
(6) (6)
REPLIC
1 2 3
OXIDACIO

1 9233 9136 9113
) @ (9

2 9397 9133 8945
(4) “) @



3 9305 91.73 90.02

“) @ ®
REPLIC
12 3
VITE
1 9308 9134 9061
(6) (6) (86
2 9315 9141 8978
(9 (©& (6

*** ANALYSIS OF VARIANCE ***

DIGLIP

by OXIDACIO GRADQ DE OXIDACION
VITE VITAMINAE
REPLIC

EXPERIMENTAL sums of squ.ares

Covariates entered FIRST
Sum of Mean Sig
Source of Variation Squares DF Square F of F
Main Effects 52.128 5 10426 32.164 .000
OXIDACIO 004 2 002 006 994
VITE .786 1 786 2425 137
REPLIC 51.339 2 25669 79.192 000
« 2-Way Interactions 21.883 8 2735 8439 000
OXIDACIO VITE 8.87% 2 4439 13696 .000
OXIDACIO REPLIC 11.663 1 2916 3996 .000
VITE REPLIC 1.341 2 671 2,069 155
3-Way Interactions 4.037 4 1.009 3,114 .04]
OXIDACIO VITE REPLIC 4.037 4 1.009 3114 041
Explained 78.049 17 4.591 14.164 000
Residual 5.835 18 324
Total 83884 35 2.397

36 cases were processed.
0 cases (.0 pct) were missing.



*** CELL MEANS *##

DIGPRO  digest. proteina
by OXIDACIO GRADO DE OXIDACION
VITE VITAMINAE

REPLIC

Total Population
91.87

(36)
OXIDACIO
1 2 3
91.85 9176 92.00
(12) (12) 2
VITE
1 2
91.72 9202
as) as
REPLIC
1 2 3
9239 9133 9139
a2 a2
VITE
12
OXIDACIO
1 9233 9137
(6) )
2 91.00 9251
(6) (@
3 91.82 9219
& (6)
REPLIC

2
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OXIDACIO

1 92.54 91.42
@ &
2 9272 91.06
@ C)
3 9342 9151
™ “
REPLIiC
1 2 3
VITE
1 9250 9096 91.68
©) © (9
2 9329 9169 91.09
©) ® (6

91.58
(4

91.49
@

91.08
4

*¥* ANALYSIS OF VARIANCE **+

DIGPRO digest. proteina

by OXIDACIO GRADO DE OXIDACION
VITE VITAMINAE

REFLIC

EXPERIMENTAL sums of squares

Covariates entered FIRST

Source of Variation

Main Effects
OXIDACIO
VITE
REPLIC

2-Way Interactions
OXIDACIO VITE
OXIDACIO REPLIC
VITE REPLIC

3-Way Interactions
OXIDACIO VIFE REPLIC

Explained
Residual
Total

36 cases were processed.
0 cases (.0 pct) were missing.

Sum of
Squares

20.176
373
.349
18953

15.264
9.191
2.378
3.695

14.686
14.686

50.126
2.729

52.854

Hn—aNLli

(SRS I

Mean
Square

4.035
187
849
9.477

1.908
4.506
595
1.847

3.671
3.67]

2.949
152

1.510

F

26.620
1.231
5.604

62517

12.587
30316

3922
12.188

24220
24.220

19.45]

Sig
of F

.000

316
029

.000

000

000
018

200G

000
.000

000
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SE SELECCIONAN LOS DATOS DE LAS DIETAS 5,6,7, Y 8

*** CELL MEANS **»*

DIGLIP
by VITE  VITAMINA E
ETQ ETHOXIQUIN

REPLIC

Total Population

92.22

(29)
VITE

1 2

9346 90.97

12y 12
ETQ

1 2

92.84 91.60

(12) (2
REPLIC

1 2 3
9345 9226 9094
(8 ® (B

ETQ

i 2
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VITE

1 9461 9231
(6) (6
2 9107 9088
(6} (6)
REPLIC
1 2 3
VITE
1 9409 9322 93.07
4) (4} 4)
2 9282 9129 3888l
) (9 @
REPLIC -
1 2 3
ETQ
1 9386 9278 91.87
4} ) (4)
2 9305 9173 90.02
) @ “)

*++ ANALYSIS OF VARIANCE ***

DIGLIP
by VITE VITAMINAE
ETQ ETHOXIQUIN

REPLIC
EXPERIMENTAL sums of squares
Covariates entered FIRST
Sum of Mean
Source of Variation Squares DF Square
Main Effects 71.645 4 17.911
VITE 37.151 1 37.151
ETQ 9.250 1 9.250
REPLIC 25244 2 12.622
2-Way Interactions 17.761 5 3.552
VITE ETQ 6.678 | 6.678
VITE REPLIC 0899 2 4.049
ETQ REFPLIC 1.184 2 502
3-Way Interactions 1244 -2 622
VITE ET(Q REPLIC 1244 2 622

F

51.532
106.886
26614
36314

10.220
19.214
14240

1.703

1.790
1.790

Sig
of F

00
000
000
.000

001
001
.00]
223

209
209
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Explained 90.650 11

Residual 4171 12
Total 94,821 23

24 cases were processed.
. 0 cases (.0 pet) were missing.

*** CELL MEANS ***

DIGPRO digest. proteina
by VITE VITAMINAE
ETQ ETHOXIQUIN

REPLIC

Total Population
91.73

24
YITE

| 2
91.78 91.67
12y ()
ETQ

1 2
9146 92.00
(12 (2
REPLIC

3241

-348

1.123

23.710 000
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1 2 3
93.14 91.15 90.90

@ (8 (%
ETQ
I 2
VITE
1 9175 9182
(6 (©®
2 9L16 9219
(6) (6
REPLIC
1 2 3
VITE

1 9312 9075 9148
@ “ )

2 9315 9156 90.32
“) @ @

REPLIC
1 2 3
ETQ
1 9285 9080 9071
) @ @
2 9342 9151 9108
) @ @

*** ANALYSIS OF VARIANCE ***

DIGPRO digest. proteina

by VITE VITAMINAE
ETQ ETHOXIQUIN
REPLIC

EXPERIMENTAL sums of squares
Covariates entered FIRST

Sum of Mean
Source of Variation Squares DF  Square
Main Effects 25863 4 6.466

VITE - 072 1 072

F

33.756
373

Sig
of F

. 000
553
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ETQ
REPLIC

2-Way Interactions
VITE ETQ
VITE REPLIC
ETQ REPLIC

3-Way Interactions
VITE ETQ REPLIC

Explained

Residual

Total

24 cases were processed.
0 cases (.0 pct) were missing.

1.799
23993

5.371
1.349
3oio

A12

12.906
12.906

44,140

2.299

46.438

MK — W (%]

b K

12

23

1.799
11.997

1.074
1.349
1.955

.056

6.453
6.453

4.013

92

2.01%

9.390
62.630

5.608
7.043
10.205
293

33.689
33.689

20.949

010
000

.007
.021
003
752

000

.000

.000
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ETQ ETHOXIQUIN
REPLIC

EXPERIMENTAL sums of squares
Covariates entered FIRST

Sum of Mean Sig
Source of Variation Squares DF  Square F of F
Main Effects 23863 4 6466 33756 .000
VITE 072 1 072 A73 553
ETQ 1.79% 1 1.799 9390 010
REPLIC 23993 2 11997 62.630 000
2-Way Interactions 5371 5 1.074 5.608 .007
VITE A ETQ 1.349 1 1.349 7.043 021
VITE REPLIC 3ol 2 1.955 10.205 .003
ETQ REPLIC 12 2 056 293 752
3-Way Interactions 12.906 2 6.453 33.639 .000
VITE ETQ REPLIC 12.906 2 6.453 33.689 .000
Explained 44.140 ' 11 4013 20949 .000
Residual 2299 12 192
Total 46438 23 2019

24 cases were processed.
0 cases (.0 pet) were missing.






