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Caminante.... son tus huellas, el camino y nada mas
caminante... no hay camino, se hace camino al andar,
al andar se hace camino y al volver la vista atras
se ve la senda que nunca se ha de volver a pisar.
Caminante no hay camino, sino estelas en la mar
Serrat.

Hay sirena de la mar, si mis redes te alcanzaran
dejarias el coral y vendrias a mi casa

sabes bien que ahi nos faltan las espumas y las algas
si tu quieres lo intentamos, el amor mueve montafas
Victor Manuel.

Porque te quiero a ti, porque te quiero

cerre mi puerta una mafnana y me heche a andar
Porque te quiero a ti, porque te quiero

deje los montes y me vine al mar

The reasonable man adapts himself to the world;

the unreasonable man

persists in trying to adapt the world to himseilf.
Therefore all progress depends on the unreasonable man.
George Bernard Shaw.
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RESUMEN

Los pigmentos carotenoides no son sintetizados de novo por los
camarones y dependen exclusivamente de los que ingieren en su dieta. El
camaron blanco Litopenaeus vannamei, al carecer de carotenoides en su
alimentacion, puede desarrollar deficiencia de carotenoides, la cual se
manifiesta con una pérdida de coloracion, que repercute en su presentacién
como producto de consumo, ademas de alterar sus procesos fisiolégicos. Los
carotenoides B-caroteno y astaxantina juegan un papel primordial en este
proceso, ya que el 3-caroteno se transforma en astaxantina via reacciones
metabdlicas y esta le confiere al camardn su caracteristico color rojizo.

El R-caroteno y la astaxantina se consideran las principales fuentes
naturales de carotenoides que determinan la pigmentacion de los organismos
marinos y de los peneidos. Ambas fuentes son producidas de novo por las
algas y su acumulacién masiva es una respuesta a las condiciones de estrés
fisico-quimico (N, temperatura, irradiancia), condicion utilizada para la
recuperacion de pigmentos. De estos pigmentos, el 8-caroteno es considerado
como el de mayor bioactividad.

Los carotenoides podrian ser considerados nutrientes esenciales en los
crustaceos, ya que intervienen en los procesos fisiolégicos de muda,
reproduccién, maduracion, fecundidad, por su actividad pro vitamina A, sus
propiedades antioxidantes y proteccion celular de dafios fotodinamicos.

En este estudio se incorpord R-caroteno de origen algal, en dos
diferentes concentraciones a una dieta comercial, alin cuando no se trabajo
bajo condiciones ideales de muestras y réplicaciones, las observaciones
indican, que la concentracién mas alta logré elevar la concentracién de
astaxantina de 0.124 a 0.255 mg/gr y de 0.21 a 0.59 mg/gr en el
hepatopancreas y el integumento respectivamente a un grupo de camarones,
mientras que en otro grupo (control) la cantidad de astaxantina disminuyé hasta
0.044 y .015 mg/gr para cada érgano, el analisis estadistico por medio de la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis indica que estas diferencias son
significativas (o = 0.05).

Los cambios en la pigmentacién se observaron por cuantificacion
espectrofotométrica de pigmentos extraidos del hepatopancreas, el
integumento, el masculo y los pedunculos del camarén con acetona y hexano.
Los resultados indican que las concentraciones utilizadas (50 y 100 mg de
R-caroteno/100 gr de alimento) son capaces de elevar la pigmentacion después
de ser suministradas por un periodo de un mes.
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ADICION DE DOS NIVELES DE B-CAROTENO EN LA
ALIMENTACION DEL CAMARON BLANCO Litopenaeus vannamei.

I. INTRODUCCION

En Peneidos de interés comercial, la nutricion se considera como uno
de los factores mas importantes que incide en el rendimiento de la produccion.
Se estima que la alimentacién puede llegar a representar el 40 % de los costos
de produccién de los camarones Peneidos cultivados (CICTUS,1983;
Garmendia, 1994 ).

Recientemente, la pigmentacion de Peces y crustadceos de interés
comercial se considera como uno de los factores de gran influencia, no solo
desde el punto de vista antropocéntrico, sino por las injerencias que los
pigmentos tienen a nivel de la fisiologia de estos organismos (Cortés, 1992).

Numerosos investigadores han estudiado los efectos relacionados a los
pigmentos carotenoides en organismos producidos mediante acuacultura,
especialmente salménidos y crustdceos. Esto incluye, funciones como
antioxidantes, actividades pro-vitamina A y de refuerzo del sistema inmune, su
papel critico en la reproduccioén, asi como injerencia en las etapas larvarias y
poslarvarias. Con el desarrollo a nivel mundial en la acuacultura del camarén y
el énfasis en los aspectos nutricionales, se ha incrementado el interés en
conocer los efectos de los carotenoides en el metabolismo, sobrevivencia y
crecimiento de los crustaceos, ademas de incrementar su calidad como

producto de consumo, (Meyers y Latscha, 1997).
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A pesar de que ciertos sectores de la industria alimenticia y de
acuacultura suministran fuentes sintéticas de pigmentos carotenoides, existe
interés en aprovechar los carotenoides naturales, especificamente algales
como colorantes alimenticios, ya que su consumo final supone una dieta mas
sana. Esta tendencia es iniciada en los setentas en Israel y Australia con la
microalga Dunaliella salina y posteriormente con Haematococus pluvialis, las
cuales son destinadas para la obtencién de R-caroteno y astaxantina
respectivamente.

La carotenogénesis en ambas especies es inducida bajo condiciones de
escaso contenido de nutrientes de nitrégeno, altas salinidades y alta intensidad
de luz (Nonomura, 1990; Bernhard, 1990; Ben-Amotz y Avron, 1983; Binkowski
et al., 1993; Lee y Soh, 1991). Las microalgas son mas eficientes para
produciria en comparacién a la obtencién de carotenoides de otras fuentes
naturales, por ejemplo Ia zanahoria y el aceite rojo de palma. (Klaui, 1981,
Nonomura, 1990).

Este cambio en el uso de colorantes naturales se debe a que muchos
colorantes artificiales pueden causar reacciones alérgicas en el ser humano.
Ademas, se ha encontrado que algunos de ellos tienen propiedades
carcinégenas (Bernhard, 1990).

Evidencias recientes sefialan que las fuentes naturales de carotenoides
repercuten positivamente en el crecimiento, sistema reproductivo e
inmunolégico de los consumidores (Cortés, 1992; Miki et al., 1994).

La creciente susceptibilidad a enfermedades y la apariciéon del sindrome
de pigmentacion (pérdida progresiva de la coloracién natural o la llamada

enfermedad azul) en los camarones de cultivo se debe a la carencia de




carotenoides en su alimentacion, esto deprecia su valor en relacién a los
camarones capturados (Liao y Chien, 1989; Howell y Matthews, 1991).

En México no existen estudios sobre la inclusién y efecto de los
carotenoides en camarones comerciales como Litopenaeus vannamei y L.
stylirostris. Por lo que el presente trabajo permitira contribuir a la tecnologia de
cultivo dependiente del efecto de sustancias bioactivas vis-a-vis carotenoides -
en las dietas, asi como para incrementar su calidad como producto de

consumo.

ANTECEDENTES

Los carotenoides forman parte del grupo mas importante de pigmentos
naturales y son encontrados en todas las familias de los vegetales y en el reino
animal. Se estima que mas de 100 millones de toneladas son producidas
anualmente por la naturaleza . Asimismo, se conocen mas de 600 compuestos
de carotenoides (Isler, 1971; Klaui,1 981; Dall et al., 1995; Meyers y Latscha,
1997).

En cuanto a organismos marinos se refiere, los carotenoides han sido
encontrados en la mayoria de ellos.

En el siglo XIX se iniciaron los estudios acerca de la ocurrencia y
deteccion de carotenoides, siendo el primer aislamiento de carotenoides en

1831 por Wackenroder, (Isler, 1971).
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Los primeros informes de la ocurrencia de carotenoides en los
crustaceos fueron en 1872, donde se observé el cambio del color de la
langosta (Isler, 1971; Castillo et al., 1981).

Los carotenoides de los crustaceos, son basicamente isoprenoides con
estructuras de 40 carbonos con dos terminales B y y. Estos carotenoides
pueden ser agrupados principalmente en tres tipos:

1) Carotenoides esterificados
2) Formas no esterificadas
3) Complejos carotenoprotéicos.

En los crustaceos estos tres grupos pueden ser localizados en: el
exoesqueleto, tanto en la epicuticula como en la endocuticula, en el
integumento (epidermis), hepatopancreas, gonadas (huevos, ovarios),
pedunculos oculares, hemolinfa y glandula androgénica. Los compuestos de
carotenos encontrados en los crustaceos varian segun la especie, preferencias
alimenticias, disponibilidad de alimentos, distribucién geogréafica, condicion
fisiolégica y sexo, entre las principales causas, (Castilio et al., 1981).

Los carotenoides han sido mayormente utilizados como colorantes
alimenticios, debido a que el color del alimento refleja de una forma u otra la
calidad del producto.

Los carotenoides se consideran la fuente principal de coloracién animal.
Los organismos marinos como los crustaceos son incapaces de sintetizar
estos pigmentos por lo que dependen exclusivamente de los obtenidos durante
la ingestion. En Peneidos decdpodos como en otros invertebrados, los
carotenoides se originan del almacenamiento selecto o indiscriminado de los

carotenoides dietéticos o de sus modificaciones metabdlicas ( Dall et al., 1995).




Esta capacidad es caracteristica de los Peneidos, mismos que oxidan y
convierten los carotenoides ingeridos como el R-caroteno, la cantaxantina, la
zeaxantina y otros pigmentos moleculares en astaxantina (Petit ef a/., 1990).
Aunque la astaxantina es el carotenoide principal en crustaceos
decapodos, las evidencias sefialan que se deriva del B-caroteno (D'Abramo et
al., 1983; Latscha, 19914, b). La fig. 1, ilustra las posibles vias metabdlicas del

R-caroteno desde su ingestion, hasta su depositacion tisular como astaxantina.
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Figura 1. Vias metabdlicas del B-caroteno hasta astaxantina en crustaceos de
acuerdo a Kurmaly y Latscha (1993).




Aunque desde un punto de vista puramente antropocéntrico, el aspecto
mas significante de los carotenoides es el color que confieren a los organismos
y alimento (Simpson y Chichester, 1981), los carotenoides ademas presentan
varias funciones y atributos de interés biotecnolégico con aplicaciones
especificas en organismos de interés comercial. El error ha sido pensar que los
carotenoides son Utiles inicamente por su aceptacién comercial. Sin embargo
hoy en dia se sabe que son de suma importancia para las funciones quevse
han mencionado al principio.

Se ha encontrado que los carotenoides tienen gran importancia en la
reproduccion de algunos organismos como son el salmén, langosta, artemia,
trucha, camaroén, etc. (Bjerkeng et al., 1992; Foss et al., 1984; Foss et al,
1987). Otro de los beneficios observados es el poder protector contra el
cancer, asi como en enfermedades fotosensitivas en el ser humano (Mathew-
Roth, 1981, Nonomura, 1990).

A los carotenoides se les ha atribuido un amplio rango de funciones
biolégicas al realizar numerosos estudios de alimentacion con animales no
acuaticos, mucha de esta informacién, ha sido generada en el campo de la
medicina (Latscha, 1991).

En los crustaceos no se tienen bien definidas las funciones biolégicas
que juegan los carotenoides en su organismo(Castillo et al., 1981). Torrisen
(1990) indic6é que entre las funciones propuestas para los carotenoides en
acuacultura estan: actividad pro-vitamina A, propiedades antioxidantes, efecto
positivo en el desarrollo embrionico y larval, proteccion celular de dafios

fotodindmicos, mejoramiento del crecimiento, maduracién, tasa de




reproduccién y fecundidad, y formacién de entrecadenas epdxido que actuan
como reservas de oxigeno bajo condiciones anoxicas. Meyers y Latscha
(1997), mencionan ademads, numerosas funciones biolégicas como
estabilizacién de proteinas/membranas, reduccién del colesterol, transporte de
calcio y endocrinologia entre otras, incluyendo funciones fenolégicas asociadas
al color, como camuflaje, reproduccion y estados de alerta. Un aspecto
importante hoy en dia es su influencia sobre el sistema inmunolégico, para
resistir mayorménte a las enfermedades.

En investigaciones que se han realizado, se encontré que en la
reproduccion de Penaeus japonicus los carotenoides ingeridos se acumulan
en los huevos, donde la astaxantina representa la mayor fuente (Petit et al.,
1990). Ceccaldi (1968) informé que en P. kerathurus la acumulacion de
carotenoides ocurre durante la maduracion gonadal. En otros Peneidos como
P. esculentus, la astaxantina predomina en los tejidos en su forma esterificada
principalmente en los ovarios, huevos y estadios larvales (Dall et al., 1995).

Estas evidencias sugieren funciones importantes del pigmento
asociadas a los organos reproductivos y en la produccién de huevos.

Otro aspecto es la bioactividad que los carotenoides presentan. Por
ejemplo, una molécula de B-caroteno al ser ingerido por los consumidores se
convierte via enzimatica en dos moléculas de vitamina A (Krinsky, 1991). Otra
de las funciones de estos pigmentos es remover los radicales libres de
oxigeno, a los cuales se les asocian funciones antioxidantes,
inmunodepresoras y de resistencia a enfermedades en los organismos que los

ingieren (Choubert, 1979; Nelis et al., 1988).




La creciente susceptibilidad a enfermedades de los camarones
cultivados con alimentos balanceados y la apariciéon del sindrome de
pigmentacion, asociado ademas a la baja eficiencia en la digestibilidad, crea la
necesidad de adicionar carotenoides, siendo una alternativa los pigmentos
algales (Paniagua-Michel, 1995 a y b).

En la literatura existe informacion de uso de carotenoides en dietas de
camarén, sin embargo esta mas orientada al uso de carotenoides sintéticos.
En un experimento de 4 semanas sobre la asimilacién de carotenoides por
Penaeus japonicus, Otazu y Ceccaldi (1984) afadieron al alimento del
camaron diferentes dosis de astaxantina (carophyl red®) y cantaxantina. Sus
resultados registran que la acumulacién en la epidermis-hipodermis fue de 23
ug/gr usando astaxantina y de 26 ug/gr usando cantaxantina respectivamente,
mientras que en el hepatopancreas las maximas acumulaciones fueron
obtenidas al usar la dieta de 10g/kg para astaxantina y de 0.01g/kg para
cantaxantina. Los autores mencionan la importancia de estos pigmentos en la
presentacion del camaroén en el mercado japonés y reportan una relacion entre
diferentes carotenoides y una gama de colores incluyendo rosa, amarilio,
naranja y rojo.

Sommer et al. (1991) usaron alimentos balanceados suplementados con
Dunaliella salina durante 100 dias y encontraron concentraciones elevadas de
carotenoides y R-caroteno en grupos de langostinos de agua dulce (Cherax
tenuimanus) comparados con el control, ademas, los langostinos cuya dieta
tenia incluida pasta de D. salina registraron altas tasas de crecimiento

Okada et al. (1994), experimentaron con diferentes fuentes de

carotenoides: B-caroteno, Spirulina, Phaffia y aceite de krill en la dieta de




camaron tigre negro Penaeus monodon y encontraron un marcado incremento
en la concentracién de carotenoides en el exoesqueleto con la dieta
suplementada con Spirulina. Los autores sugirieron que la zeaxantina, uno de
los carotenoides mayoritarios, fue transformada rapidamente en astaxantina y
proponen de manera practica incorporar 3% de Spirufina a la dieta de los
camarones por un mes antes de la cosecha. Este aumento en la
concentracion de carotenoides incide en la presentaciéon y en un mejor valor en
el mercado.

Menasveta et al. (1993) observaron que un grupo de camarones
juveniles de P. monodon alimentados con una preparacion comercial por dos
meses sufrieron un cambio en la pigmentacién extérna de su color normal
verduzco-café a azul palido y se sospeché que esta condicion fue inducida por
deficiencias carotenoicas en el alimento. Posteriormente en un experimento de
4 semanas, el color fue tratado de corregir mediante la adicién de 50 ppm de
astaxantina en una dieta y 5% de alga café (Chnoospora minima) en otra. Con
la dieta conteniendo astaxantina se logré revertir el efecto volviendo a su color
normal verduzco-café, mientras que la dieta adicionada con alga no logro
modificar la coloracion azul. Los resultados de esta investigacion indican un
efecto positivo de los carotenoides en la coloracién y posiblemente en mejor
sobrevivencia y crecimiento.

Chien y Jehg (1992), en un experimento con camardén kuruma
P. japonicus, probaron 7 dietas conteniendo astaxantina, 8-caroteno y harina
del alga D. salina, donde encontraron que la astaxantina fue méas efectiva que
el R-caroteno y la harina de Dunaliella para elevar la coloracién del camarén.

Adicionalmente dichos autores no detectaron diferencias en la concentracién
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de pigmentos después de un periodo de tres meses, registrandose una
correlacion positiva entre el contenido de pigmentos y la sobrevivencia.

En estudios de Kontara ef al. (1997) usando poslarvas de P. vanamei
demostraron que la alta mortalidad causada por la bacteria Vibrio harveyi es
afectada por los niveles de astaxantina suplementada en el alimento.
Unicamente los niveles mas altos de astaxantina en la dieta (1500 mg/kg de
dieta) parecieron ser suficientes para obtener una resistencia 6ptima a la
infeccion.

Se esperaria que los camarones alimentados con estos pigmentos
presentaran mayor crecimiento y sobrevivencia lo que podria reflejarse en los
rendimientos de los camarones cultivados.

Por lo anterior, es de particular interés, el suministrar estos aditivos en
las dietas en etapas criticas del cultivo; asi como antes de la cosecha, por su
repercusion en la presentacion del camarén. En los reproductores, estos
metabolitos afiadidos en el alimento, podrian ejercer un efecto positivo en la
maduracioén, reproduccion y fecundidad, transfiriendo a los productos mayor
vitalidad, en estadios larvales y poslarvales. Ademas, se esperaria una
respuesta positiva en lo que se refiere a la resistencia a enfermedades, la

velocidad de crecimiento y la sobrevivencia.
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Objetivo general

Determinar el efecto de dos concentraciones diferentes de B-caroteno del alga
Dunaliella salina incorporado en el alimento para mejorar la calidad del

camaron Litopenaeus vannamei.

Objetivos especificos

a) Incorporar dos concentraciones diferentes de R-caroteno extraido de
Dunaliella salina en el alimento de L. vannamei.
b) Evaluar los niveles de carotenoides en los 6rganos de pobiaciones

cultivadas de L. vannamei.

c) Determinar los efectos del B-caroteno natural sobre L. vannamei en
condiciones de alimentacion restringida.

d) Evaluar la coloraciéon como indice de la calidad del camarén alimentado con

R-caroteno algal.




I. MATERIALES Y METODOS

Este experimento se realizd en las instalaciones de acuicultura de la
Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Autbnoma de Baja California.
El procesado de las muestras fue llevado a cabo en los laboratorios de
Oceanografia Quimica (UABC) y los analisis espectrofotométricos fueron
determinados en el laboratorio de Biotecnologia, departamento de acuicultura

del CICESE.

1. Obtencion de Camarones

Se utilizaron 100 camarones cultivados de la especie (Litopenaeus
vannamei) provenientes de las instalaciones del Instituto de Investigaciones
Oceanologicas, los cuales fueron utilizados para el analisis de sus 6rganos y
experimentacion posterior. La talla media (15 gr £3) los ubica como preadultos
(juveniles). Los camarones provinieron de dos estanques exteriores de 40 m?
cada uno, cubiertos con fondos de lona negra utilizados previamente en
experimentos de biofiltros. Se registr6 la presencia en un estanque (1) del alga
roja Gracilaria pacifica, mientras que en el otro estanque (2) se observo
crecimiento algal en las paredes, principalmente de Ulva sp. y Enteromorpha
sp. La alimentacion en ambos estanques fue a base del alimento comercial

Camaronina® con 35% de proteina.

12
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2. Coeficientes de absorcion especifica de los carotenoides

Para realizar la cuantificaciéon del B-caroteno se utilizé un coeficiente de
absorcion especifico de 2590 en hexano a 450 nm ( A, = 2590) de acuerdo a
Britton et al. (1981), resultando en una ecuacién de Y= 259X; donde Y es igual
a la absorbencia registrada en unidades arbitrarias (UA) y X, es igual a la
concentracion de R-caroteno en mg/ml). Para la astaxantina el coeficiente de
absorciéh especifico fue de 2100 en hexano, leido a 470 nm (ALY = 2100)
segin Sommer et al. (1991).

La ecuacion resultante fue: Y=210X, donde Y es iguali a la absorbencia
en UA y X es equivalente a la concentraciéon de astaxantina en mg/ml.
Posteriormente se usaron estas curvas para determinar y cuantificar los

pigmentos extraidos de los 6rganos de los camarones.
3) Inclusiones carotenogénicas

Con base en el alimento comercial (camaronina 35 de la empresa
Purina®), se prepararon 2 dietas conteniendo 50 y 100 mg de R-caroteno por
100 gr de alimento.

El alimento comercial fue molido y cernido en tamices de 250 micras,
después se le afiadi6 un homogeneizado de 2% (v/v) de ligante (agar),
R-caroteno y agua para hacer una mezcla uniforme que fue compactada
mediante un extrusor para la fabricacion de "pellets". El R-caroteno extraido del
alga Dunaliella salina fue obtenido mediante donacién de la compaiiia

NUTRILITE S. A. de C. V. (Valle Imperial, CA, USA) en una emulsién en
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aceite de maiz a una concentracién del 3%. El alimento preparado se puso a
secar posteriormente a la sombra en un lugar bien ventilado hasta llegar a 12%

de humedad, posteriormente se almaceno en refrigeracién (4 °C) hasta su uso.
4) Condiciones experimentales

Los camarones provenientes de los estanques exteriores se sometieron
a condiciones de alimentacion restringida por un periodo de aproximadamente
tres meses. Esta condicién consisti6 en suministrar una dieta de
mantenimiento (camaronina®), alternandola con periodos de inanicién para
promover la remocion de carotenoides de sus cuerpos. En las condiciones de
hacinamiento (100 camarones/m2) se observé que existié canibalismo.

Posteriormente, los camarones fueron alimentados con las dietas
conteniendo las inclusiones de pigmentos, para probar su respuesta de
incorporacion de carotenoides. Las dietas fueron proporcionadas en un 3 %
de peso corporal. Se realizé la medicién de los niveles de carotenoides al
principio y al final del experimento, que dur6 4 semanas. Si bien, de
acuerdo D'Abramo y Castell, (1997), estas no son las condiciones adecuadas
para experimentacion; ellos indican un minimo de tres réplicas con un mayor
namero de organismos; debido a la escasez de animales, las pruebas solo se
hicieron por duplicado con 4 organismos cada una. De esta manera se
instalaron 6 acuarios de 40| cada uno, en los cuales se coloc a 4
camarones por acuario; los tratamientos fueron: control para el cual se utiliz6 la
camaronina® (A0), A50 y A100 (a50 y a100 = alimento con 50 y 100 mg de

3-caroteno por cada 100 gr respectivamente).
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La temperatura se mantuvo a 26 + 2°C mediante bafio Maria con
calentadores de acuario (1000 watts), el oxigeno disuelto se estimé con un
oximetro marca Yellow Springs Instuments, mismo que oscild entre 6 y 8 ppm.
Se realiz6 un recambio de agua del 90% diario, ademas todo el tiempo
estuvieron en condiciones de oscuridad para impedir el crecimiento de algas y

la posible interferencia por ingestion de pigmentos presentes en las algas.

5. Evaluacion de parametros
a) Sobrevivencia. Se cuantifico el nimero de camarones sobrevivientes por
tratamiento.
b) Crecimiento. Se estimé el crecimiento midiendo el aumento de peso en
gramos de los camarones por medio de una balanza electrénica marca Ohaus
con 0.01 gr de precisién.
c¢) Andlisis de carotenoides. Al inicio de los tratamientos se sacrificé un grupo
de cuatro camarones aparte de los experimentales, a los cuales se les practicé
una minuciosa diseccién para obtener el hepatopancreas, los pedunculos
oculares, una muestra de musculo y una muestra de integumento (parte del
cuerpo inmediatamente bajo el caparazén donde se ubican los cromatéforos).
Al final de cada tratamiento, se sacrificaron todos los camarones, obteniéndose
de cada uno, las muestras mencionadas anteriormente, mismas fueron que
mantenidas en un congelador a -60 °C hasta su procesamiento.

El andlisis del contenido de R-caroteno y astaxantina se realiz
mediante la técnica modificada de Dall et al. (1995), utilizando acetona al 90%

y hexano como solventes de extraccion.
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En la Fig. 2 se presenta el diagrama de flujo seguido para el analisis de
muestras. Los hepatopancreas fueron procesados completos (pesos de 350
mg a 1 gr), los peddnculos oculares (0.105-0.216 gr) de cada camarén fueron
procesados completos, del integumento y el musculo se tomé una muestra de
cada uno de 200 a 500 mg para su procesamiento.

Todo el proceso de extraccion y cuantificacién fue realizado en
condiciones de penumbra para impedir la accién de la luz sobre los pigmentos
y sus metabolitos. Los carotenoides fueron extraidos en 10 mil de acetona al
90%, su maceracion y homogeneizado se realizé6 en morteros de porcelana,
dejandose reposar las muestras durante 24 horas. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas durante 5 min a 2,680 g, y el sobrenadante fue
extraido. Una segunda extraccion con acetona se realiz6, hasta quedar un
residuo blanquesino sin carotenoides. Los sobrenadantes de cada extraccion
se combinaron. Posteriormente los carotenoides fueron transferidos a 10 mi de
hexano realizandose el lavado de las muestras con NaCl 2%, para eliminar la
acetona. Finalmente se afadi6 NaSO3 para deshidratar la muestra destinada
para hacer el espectro de absorcién.

La concentracion de cada pigmento, se cuantificé a partir del maximo
registrado, para cada pigmento en el espectro de absorcién realizado a 450 nm
para el B-caroteno y a 470 nm para la astaxantina, utilizando un
espectrofotdbmetro de barrido continuo con arreglo de diodos marca Hewlett-
Packard. Posteriormente al procesamiento, las muestras fueron referidas a un

gramo de muestra, para motivos de comparacion.




( Muestra + Acetona 90% )

}

Maceracion y homogeneizado

4
Centrifugar por 5 min a 2,680 g

[Extraccién del sobrenadante

Y
2da extraccion con Acetona 90%

Y

Centrifugar por 5min a2,680g | piDescartar sedimento

Y
| » [Combinar sobrenadantes y
anadir 10 ml de Hexano

y

Lavar 3 veces con NaCl 2% | —p»

Descartar NaCl 2%
+ Acetona 30%

Centrifugar Hexano por 5 min a 2,680 g

Deshidratar con NaSOgs

C Lectura en espectrofotémetro )

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de extraccion de carotenoides.
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6. Tratamiento estadistico

Se definieron 3 tratamientos para comparar las concentraciones de los

carotenoides:

1.- Camarones con dieta control A0 (camaronina, 0 mg R-caroteno)
2.- Camarones con dieta A50 (50 mg de B-caroteno por cada 100 gr de
alimento)
3- Camarones con dieta A100 (100 mg de R-caroteno por cada 100 gr de
alimento)

Se graficaron los datos junto con los promedios de todos los resultados.
Para evaluar si existieron diferencias entre los distintos tratamientos se
realizaron pruebas no paramétricas de andlisis de varianza de Kruskal-Wallis,

para cada uno de los érganos estudiados (Zar, 1984).




lil. RESULTADOS

Crecimiento y sobrevivencia

La Tabla |, muestra el crecimiento logrado en cada uno de los tres
tratamientos de inclusién de R-caroteno. Los camarones alimentados con la
dieta control aumentaron de peso 1.35+0.17 g con un crecimiento semanal de
0.37+ 0.04g respectivamente. Con la dieta A50 se logré un incremento de
1.49+0.52 g reportandose un crecimiento semanal de 0.37+0.13 g, mientras
que en el tratamiento A100 aumentd 1.34+0.67 g con un crecimiento semanal
de 0.3410.16 g. Por otra parte la mayor sobrevivencia (100+0%) ocurrio en la
dieta A100, mientras que la dieta A50 obtuvo un 75%z+0 de sobrevivencia, y la

dieta control logré un 87.5+17.6% de sobrevivencia.

Tabla I. Crecimiento y sobrevivencia de L. vannamei alimentados con dietas
adicionadas con R-caroteno.

Tratamientos
AD n= A50 n=2 A100 n=

P. inicial (g) 14.17 +1.51 15.94 $0.24 15.42 +0.45
P. final (g) 1564 1.34 17.43 +0.28 16.76 12.03
Incremento en 1.47 +0.17 1.49 +052 1.34 067
peso (g)

Crecimiento 037 0.04 0.37 10.13 0.34 10.16
semanal (g)

Sobreviven- 87.5 +17.68 75.0 0.0 1000 0.0
cia (%)

19
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Inclusion de B-caroteno en las dietas

Los contenidos de -caroteno en las dietas experimentales se muestran
en la Fig. 3, corroborando la adiciéon originaimente planeada para las dietas
A100 y A50. Para la dieta control A0, las cantidades de R-caroteno presentes

fueron de menos de 1 mg por 100 gr de alimento.

B-caroteno mg/100gr

e
=

A100 A50 A0
DIETAS

Figura 3. Contenido de R-caroteno en las dietas experimentales.
Carotenoides en condiciones experimentales
a) B-caroteno

En la Tabla ll se ilustran los datos obtenidos en este estudio; de los

cuatro oOrganos estudiados, se observé la mayor concentracion de
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Tabla II. Concentraciones (mg/gr), maximos y minimos de R-caroteno y
astaxantina para los diferentes 6rganos del camarén, segun su origen.

R-caroteno
Estanque | Estanque| Inicio AQ A50 A100
1 2
Hepatopancreas |Promedio | 0.116 0.143 0.092 0.032 0.186 0.160
(n=2) Desv. Est. | 0.067 0.098 0.023 0.015 0.042 0.048

Méximo 0.214 0.314 0.114 0.057 0.253 0.219
Minimo 0.051 0.063 0.067 6.016 0.138 0.106

Integumento Promedio | 0.074 0.050 0.015 0.012 0.038 0.045

(n=2) Desv. Est. | 0.014 0.020 0.007 0.007 0.010 0.006
Maximo 0.089 0.074 0.025 0.020 0.051 0.052
Minimo 0.051 0.031 0.010 0.003 0.026 0.034

Mdsculo Promedio 0.004 0.003 0.002 0.002 0.005 0.007

(n=2) Desv. Est. | 0.002 0.001 0.001 0.001 0.003 0.003
Maximo 0.006 0.005 0.003 0.003 0.009 0.012
Minimo 0.002 0.002 0.001 0.001 0.003 0.004

Pedunculo Promedio | 0.005 0.008 0.007 0.005 0.005 0.009

(n=2) Desv. Est. | 0.003 0.014 0.004 0.003 0.003 0.002
Méaximo 0.011 0.033 0.011 0.010 6.008 0.011
Minimo 0.000 0.000 0.002 0.002 0.001 0.006

Astaxantina
Estanque | Estanque|] Inicio A0 AS0 A100
1 2
Hepatopancreas |Promedio | 0.163 0.197 0.124 0.044 0.255 0.220
(n=2) Desv. Est. | 0.093 0.134 0.031 0.020 0.059 0.064

Maximo 0.299 0.431 0.157 0.078 0.358 0.296
Minimo 0.073 0.088 0.092 0.022 0.187 0.146

integumento Promedio | 0.103 0.070 0.021 0.015 0.052 0.059

(n=2) Desv. Est. | 0.020 0.028 0.009 0.008 0.014 0.009
Maximo 0.125 0.103 0.034 0.027 0.071 0.067
Minimo 0.072 0.043 0.014 0.006 0.036 0.046

Musculo Promedio | 0.006 0.004 0.003 0.003 0.006 0.008

(n=2) Desv. Est. | 0.002 0.001 0.001 0.001 0.003 0.004
Maximo 0.008 0.006 0.004 0.005 0.010 0.012
Minimo 0.003 0.003 0.001 0.001 0.004 0.003

Pedunculo Promedio 0.007 0.014 0.008 0.005 0.007 0.011

(n=2) Desv. Est. ] 0.005 0.007 0.003 0.003 0.003 0.003
Maximo 0.015 0.041 0.012 0.009 0.009 0.014
Minimo 0.001 0.001 0.004 0.002 0.003 0.008
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R-caroteno en el hepatopancreas, determinandose para la dieta A50 un
prbmedio de 0.186 £0.042 mg/gr, mientras que en la dieta control se estimo el
menor valor de 0.032 +0.015 mg/gr, se encontraron diferencias significativas

entre los tratamientos (0=0.05, Tabla ill), Fig. 4.

Tabla Ill. Resultados del analisis de varianza de Kruskall-Wallis para
R-caroteno en diferentes partes del camarén. (X 2 g5 2 = 5.99,
n=2) entre los diferentes tratamientos.

Valor calculado P Significancia
Hepatopancreas 13.34 0.001 Dif. Sig.
Integumento 14.46 0.001 Dif. Sig.
Musculo 14.52 0.001 Dif. Sig.
Peduncuio 5.76 0.056 No Dif. Sig.

En los integumentos se encontré el valor maximo en el estanque 1
(0.074 +0.014mg/gr). El valor minimo fue registrado en el tratamiento A0
(control), y fue de 0.012 1£0.007 mg/gr, el analisis estadistico muestra
diferencias significativas entre tratamientos (Tabla Ili, Fig. 5).

Para los musculos analizados, el valor maximo se obtuvo en el
tratamiento A100 (0.007 £.0.003 ), Fig. 6., el minimo ocurrié en el tratamiento
A0 (0.00210.001).

Para los pedlnculos se obtuvo un valor maximo en el tratamiento A100
y el valor minimo en el tratamiento A0, los demas tratamientos tienen
resultados intermedios, reflejandose en el andlisis estadistico, el cual no

detecté diferencias significativas entre tratamientos (Fig. 7, Tabla llI).
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Figura 4. Concentraciones de B-caroteno determinadas en los hepatopancreas
de los camarones L. vannamei.

0.090 7
0.080 ;
~ X *
E) 0.070 T ‘
~
g 0.060 -+ .
S 0.050 t I $
c 5](
o 0.040 | ¢ ¢ !
° .
S 0.030 { . $
$ 0.020 | ¢
2 V- & ‘ X= Promedio
0.010 ¢ L 2 n=2
0.000 ; ;
? Estanque Estanque Inicio AO A50 A100
1 2
Condicién experimental y tratamientos

Figura 5. Concentraciones de B-caroteno encontradas en los integumentos de los
camarones L. vannamei.
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Figura 6. Concentraciones de f-caroteno encontradas en el musculo de los
camarones L. vannamei .
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Figura 7. Concentraciones de R-caroteno encontradas en los pedunculos
oculares de los camarones L. vannamei.
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b) Astaxantina

Los resultados obtenidos para astaxantina presentan un
comportamiento muy similar a vlos obtenidos con B-caroteno (Tabla il). El
hepatopancreas fue el 6rgano que mas concentracion obtuvo de este caroteno,
seguido del integumento, pedunculos y musculo.

El valor maximo encontrado en los hepatopancreas resulté ser de 0.255
t* 0.059 mg/gr para el tratamiento A50 y el minimo fue registrado en el
tratamiento AO con 0.044 +.020 mg/gr. En este tratamiento se detectaron
diferencias significativas (0=0.05), Tabla IV., para las diferentes condiciones

experimentales (Fig. 8).

Tabla IV. Resultados del andlisis de varianza de Kruskall-Wallis para
Astaxantina en diferentes partes del camarén. (X 2 05 2 = 5.99,
n=2) entre los diferentes tratamientos.

Valor calculado P Significancia
Hepatopancreas 13.33 0.001 Dif. Sig.
Integumento 13.33 0.001 Dif. Sig.
Musculo 8.04 0.018 Dif. Sig.
Pedunculo 8.57 0.014 Dif. Sig.

Para el integumento, el valor maximo fue observado en las condiciones

del estanque 1 con un valor de 0.103 £0.020 mg/gr, y el minimo ocurri6 en el

tratamiento AO con 0.015 +0.008 mg/gr de astaxantina (Fig. 9).
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Figura 8. Concentraciones de astaxantina encontradas en los hepatopancreas de
los camarones Litopenaeus vannamei .
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Figura 9. Concentraciones de astaxantina encontradas en los integumentos de
los camarones L. vannamei .
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Para los musculos analizados la maxima concentracién de astaxantina
se estimé en el tratamiento A100 (0.008+0.004), (Fig. 10) el minimo ocurri6 en
el inicio y en el tratamiento control con 0.003+ 0.001 mg/gr, en este analisis se
detectaron diferencias significativas (0=0.05) .

Para los pedtnculos se obtuvo un valor maximo (0.014 £.007mg/gr) en
el estanque 2, siendo el valor minimo detectado 0.005+0.003 mg/gr) en el
tratamiento AQ, donde se reflejan diferencias significativas entre tratamientos

(Fig. 11, tabla V).
Razones Astaxantina/f-caroteno

Al calcular la proporciéon Astaxantina/-caroteno para los diferentes
érganos se encontré que en hepatopancreas e integumento, este indice varié
entre 1.25:1 y 1.41:1, siendo casi constante. Por otra parte este indice mostré
una relacién inversa entre las razones en musculo y pedunculos, mostrando

ademas una mayor variabilidad (1.06:1-1.38:1) Fig.12.

Espectros de absorcion y coloracion

En la figura 13 se muestran espectros de absorcién representativos de
cada 6rgano analizado, el hepatopancreas y el integumento muestran maximos
prominentes en la regién entre 400 y 500 nandmetros, mientras que el musculo
y el pedinculo no muestran valores elevados, registrando en general las
lecturas de absorbencia mas bajas de este estudio. Las mayores
concentraciones de carotenoides de determinaron en el hepatopancreas y las

menores en el pedunculo.
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Figura 10. Concentraciones de astaxantina encontradas en los musculos de los
camarones L. vannamei.
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Figura 11. Concentraciones de astaxantina encontradas en los pedinculos de los
camarones L. vannamei .
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camar6n para cada una de las etapas experimentales y tratamientos.
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El alimento adicionado con carotenoides sufrié cambios en su
apariencia respecto de los "pellets" originales de camaronina®, siendo mas
grandes de tamano y de coloracién anaranjada, evidenciando la adicion de
pigmentos (Fig. 14), sus extractos de B-caroteno en hexano, reflejan las
concentraciones relativas encontradas, Fig. 15.

Por otra parte, la figura 16 muestra los extractos del peduinculo,
musculo, integumento y hepatopéncreas en hexano, la menor coloracién se
observa en el pedunculo y la mayor el hepatopancreas. En la figura 17 se
observan las diferentes coloraciones obtenidas para el hepatopancreas de los
camarones del estanque 1, al inicio y al final del experimento, destaca la
reduccién en la intensidad de color al inicio del experimento, mientras que al
final la coloracién fue la més intensa observada en todo el experimento.

Las figuras 18 y 19 muestran la disminucién y aumento de pigmentos
del hepatopancreas y el integumento con base en las dietas ofrecidas.

En la figura 20 se observan los camarones del estanque 1, mientras que
en las figuras 21, 22, 23, 24 y 25 presentan los camarones al término del
experimento, obteniéndose la coloracién mas palida con la dieta AO, y la mas

intensa con la dieta A100.
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Figura 13. Espectros de absorcién tipo para los diferentes 6rganos del camarén L. vannamei .
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Figura 14. Alimento adicionado con 3-caroteno.
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Figura 15. Extractos en hexano de alimento: 1 control, 2 A50 y 3 A100.
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del experimento y 3 dieta A100.
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Figura 21. Camarones después del experimento: 1 A0, 2 ASO y 3
A100.
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Figura 22. Camarones crudos: 1 A0, 2 A50, 3 A100.

RO T ey,

Figura 23. Camarones cocidos: 1 control, 2 A50 y 3 A100.

36



37

Figura 25. Detalle de camarones cocidos sin caparazén: 1 control y 2 A100.




IV. DISCUSION

1. Preparacion del alimento con inclusiones de R-caroteno

La estrategia en la incorporacion de metabolitos bioactivos en las dietas
estandares comerciales reside en eliminar la posible interferencia por factores
relacionados al alimento, esto es necesario para establecer mas claramente la
relacion causa-efecto en los camarones como resultado de la adicién de
R-caroteno.

El método que se utilizé para la preparacion de los alimentos
experimentales A50 y A100, cumplié con algunas de las premisas propuestas
por D'Abramo y Castell (1994). Principalmente en lo que se refiere a los
cuidados en el mezclado de los ingredientes y a la seleccion del proceso de
fabricacion que fue dirigida hacia la minimizacién de la pérdida de nutrientes
labiles al calor.

Consecuentemente se usaron técnicas de peletizacion o extrusién en
frio. En este trabajo el secado de las dietas fue realizado al aire para evitar la
destruccion o reduccién de la actividad de los nutrientes labiles.

La adicion de B-caroteno junto con su matriz de aceite de maiz pudo
tener alguna influencia en el contenido total de lipidos, estos se incrementaron
de 8% a 11%. Esto si bien pudo no haberse reflejado nutricionalmente, si pudo
haber influido desde el punto de vista de la gustocidad. En el presente trabajo
no se midié el consumo del alimento, por lo que no se puede hablar de un
efecto de gustocidad; sin embargo, Ids resultados que se discutiran mas

adelante parecen ser un reflejo de la concentracién de R-caroteno en la dieta.
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El alimento comercial pudiera ser nutritivo y estimular el buen
crecimiento y alta frecuencia de muda al ser aplicado en sistemas abiertos
donde existe productividad natural, pero puede ser que no contenga suficientes
niveles de carotenoides para mantener la pigmentacién y otras funciones
bioactivas al ser aplicados en sistemas con escasa productividad natural.

Las formulas convencionales de alimentos para camarén en ocasiones
incluyen de un 5 al 15 porciento de harina de cabezas de camardn, cuando
existe disponibilidad en el mercado; este ingrediente cuando es de buena
calidad, contiene cantidades importantes de carotenoides, sin embargo, debido
a su procesamiento o pobre manejo su contenido y disponibilidad en forma
libre de carotenoides son bajos o alin ausentes, ademas de que carecen de
antioxidantes (Simpson et al., 1981; Cruz ef al., 1993; Akiyama ef al., 1993).
Esto se debe que los carotenoides son sensibles a la luz, calor, oxigeno,
oxidantes, enzimas, acidos y bases, por lo que pueden ser muy inestables, y
su efecto pigmentante puede ser reducido o destruido como resultado del
método de procesado, condiciones y duracion de almacenaje (Meyers y
Latcha, 1997.) |

La adicion de carotenoides en el alimento comercial para camarén en
México podria considerarse poco importante, ya que los sistemas actuales de
produccion son mayormente semi-intensivos, sin embargo existe la tendencia
de intensificar los cultivos para obtener mayor produccion por unidad de éarea.

En condiciones de cultivos extensivos o semi-intensivos, los camarones
tienen oportunidad de ingerir carotenoides resultantes de la productividad
natural, mientras que bajo condiciones de cultivo intensivo, seria necesario

afadir -carotenoides a la dieta para lograr su coloracion normal e
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indirectamente beneficiarse en otras funciones metabdlicas. El incremento en
la coloracién obtenida en este trabajo con la méaxima inclusion corrobora el
efecto del B-caroteno.

Howell y Mathews, (1991) encontraron cantidades insignificantes de
carotenoides en alimento comercial para camarén P. monodon atribuyéndolo a
la no incorporacion o al deterioro del los carotenoides. Con un manejo y
almacenamiento inadecuado de los alimentos de camarén, existe un
significativo deterioro de los lipidos y bajo las mismas condiciones, los

carotenoides serian también inestables.
2. Efectos logrados con la adicién de B-caroteno

En este experimento los resultados de crecimiento estan por debajo de
los obtenidos normalmente bajo condiciones normales de cultivos comerciales
(>= 1 gr/ semana), esto pudo ser debido a la condicion inicial de los
camarones, ya que estuvieron por un periodo de tres meses sometidos a
condiciones desfavorables de alimentacion y espacio. Cuando los camarones
son sometidos a condiciones inadecuadas para su desarrolio normal por
periodos prolongados de tiempo, dificiimente vuelven a tener tasas de
crecimiento altas, resultando en enanismo (Reprieto, com. personal)! lo cual
pudo presentarse con los camarones utilizados.

Aunque el origen de los organismos experimentales pudo influir en el
resultado final, por provenir de diferentes estanques, se asume que el aspecto
que se buscaba investigar sobre reduccién del nivel de carotenoides se logré

1 M.C. Juan Francisco Reprieto, Consultores Grupo Pefiasco, Apdo Postal 27,
Empalme, Sonora, México.
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mediante el acondicionamiento de tres meses al que se sometieron los
organismos (Tabla IlI, Figs. 4-11), lo cual determind el nivel basal de
carotenoides, mas no el de otros constituyentes del organismo.

Un aspecto que habria que reconsiderar en este trabajo es que se
utilizaron solo dos repeticiones por tratamiento, con grupos de cuatro
organismos, debido a la carencia de material biolégico. Esto ain cuando
debilita la confiabilidad de los resultados obtenidos, al usar pruebas de
comparacién no-paramétricas, las cuales tienen 95% de potencia estadistica
respecto de la estadistica paramétrica (Zar, 1984), se presentaron resuitados
que apoyan la hipétesis de este trabajo. Para obtener mayor validacién en los
resultados con experimentos futuros con crustaceos, se recomienda por o
tanto, seguir los puntos propuestos por D’Abramo y Castell, 1994.

Los resultados de este trabajo solo se enfocan a R-caroteno y
astaxantina, debido a que se buscaba un aprovechamiento directo del
R-caroteno proveniente de D. salina. Por otra parte, la astaxantina es la
manifestaciébn mas obvia de la transformacion metabdlica del R-caroteno y de
otros carotenoides en el camarén.

Varios trabajos, (Chien y Jeng, 1992; Cortés, 1992; Menasveta et al.,
1993; Négre-Sadargues et al., 1993) favorecen la inclusién de astaxantina
directamente en las dietas bajo el supuesto de mayof eficiencia de asimilacion.
Sin embargo, un aspecto que debe considerarse es la bioactividad, siendo
mayor la del B-caroteno que la astaxantina. Esta propiedad permite la
conversion del R-caroteno en dos moléculas de vitamina A (retinal).

En los vertebrados, los retinoides (retinal, retinol y acido retinoico)

juegan un papel importante en la transcripciéon de genes nucleares especificos
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y en la diferenciacion celular, lo cual ha sido demostrado histoldgica y
bioquimicamente, (Ross, 1993; Dall, 1995). En este estudio no se
investigaron los retinoides, sin embargo, varios autores reportan que se
detectan cantidades importantes de retinoides en los peddnculos oculares.
Este registro presupone una funcién en los procesos de regulacién hormonal.

En la practica, esto es comprobado empiricamente al realizar la
remocién de los pedinculos oculares para promover la maduracion gonadal y
el desove, ademas de acelerar {os procesos de muda (Castillo et al., 1981,
Caillouet, 1972; Primavera et al., 1982; Emmerson, 1983).

En el tratamiento que se usé la mayor concentraciéon de R-caroteno
(A100) se obtuvo un 100% de sobrevivencia, lo cual puede ser indicador de
que el R-caroteno pudiera tener un efecto de fortalecimiento en este grupo, sin
embargo la mortalidad ocurrida en los otros grupos, no permite tener total
certeza en este resultado.

Es improbable que un solo compuesto, como en este caso el
R-caroteno, provea todos los requerimientos de los organismos. Se deben
entonces considerar los efectos combinados de compuestos. Es asi como, en
un estudio con poslarvas de P. monodon, Merchie et al. (1998), encontraron un
efecto sinérgico entre la vitamina C y la astaxantina, donde ellos observaron
una mayor sobrevivencia y resistencia al shock osmético en poslarvas
alimentadas con suplementos de estos compuestos.

Los camarones de los estanques exteriores de cultivo fueron
alimentados con el mismo alimento (camaronina), bajo las condiciones de
crecimiento a las que estuvieron sometidos, es probable que el camarén se

alimentase ademas del alimento, de la microflora y microfauna que se
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" desarroli6 en el estanque, ademas de las macroalgas utilizadas previamente
como biofiltros, todos los elementos anteriores pueden contener carotenoides
naturales (Van Wheel, 1970), esto se refleja en los analisis de los camarones
del los estanques 1y 2, antes del experimento de asimilacion de B-caroteno
(Tabla 2). Lo anterior es debido a la naturaleza omnivora del camarén, por
ejemplo, en su ambiente natural P. duorarum se alimenta de hojas, algas,
diatomeas, flagelados, poliquetos, nematodos, camarones, misidos,
copépodos, anfipodos, ostracodos y moluscos, (Simpson et al., 1981; Joyce,
1965; Broad, 1965).

Estos cambios registrados en este estudio podrian estar relacionados
con los determinados en los crustaceos; en estos organismos, los cambios en
la cantidad y concentracion de pigmentos carotenoides dependen de muiltiples
factores, incluyendo la embriogénesis, el ciclo sexual, la muda, el color del
sustrato y el control hormonal (Goodwin, 1960). |

Analogamente a nuestros resultados con R-caroteno, Menasveta ef al.
(1‘993) encontraron un incremento lineal en la concentraciéon de carotenoides
totales en el caparazén de P. monodon alimentado con una dieta
complementada con 50 ppm de astaxantina. Estos autores sugieren que la
concentracion deberia de ser mayor a 50 ppm debido a las pérdidas que
ocurren durante el procesado y almacenamiento del alimento, tales pérdidas
no se registraron en este estudio, pues de acuerdo al analisis realizado, los
alimentos A50 y A100 contenian 500 y 1000 ppm de 8-caroteno
respectivamente, aunque en condiciones de procesado industrial si ocurren

pérdidas por los volimenes que se manejan.
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En relacidon a la bio-conversién del alimento preparado con B-caroteno
se asume que se presentd una incorporacion adecuada en los organismos. Al
respecto, Dall et al. (1995) sugieren que la conversiéon de R-caroteno a
astaxantina ocurre rapidamente después de la ingestién, ya que solo
encontraron estos dos pigmentos en las glandulas digestivas de camarones
silvestres.

La casi constante relacion entre astaxantina y B-caroteno para
hepatopancreas obtenida en este estudio corrobora, lo obtenido por Dall et al.

(1995), ya que sugieren un equilibrio en las cantidades de carotenoides.

Aunque se presenten pérdidas de astaxantina por excrecién o por las mudas,

esta se recupera inmediatamente por la presencia del otro pigmento en el
alimento o que se encuentre ya aimacenado en el cuerpo, debido a las rutas
bio-sintéticas que presentan el B-caroteno y la astaxantina. Es importante
mencionar que en el presente trabajo se utilizaron técnicas de
espectrofotometria, sin embargo existen otros métodos que permiten detectar
una mayor diversidad de carotenoides, donde es necesario emplear técnicas
de andlisis de mayor resolucion, como la cromatografia de capa fina y la

cromatografia liquida de alta resolucién (Eugster, 1990).

3. Pigmentacion lograda y efectos en la calidad del producto

La coloracién de los camarones bajo coccién, puede variar en una serie
de tonos que van desde el rosa palido hasta el rojo pasando por tonos de
amarillo-naranja. En la tabla V. se separan los colores y las concentraciones

observadas en este estudio. En camarones sometidos a coccion es dificil
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visualizar el color mas apropiado para el consumidor, ya que son apreciaciones
subjetivas que dependen de factores como la iluminacién, la agudeza visual y
la experiencia, ademas el hecho de que diferentes pigmentos ocurran
simultaneamente en los tejidos del camaron.

Para resolver el problema de apreciacién en los colores existen cartas
comparativas de colores y aparatos (colorimetros) que pueden usarse para
obtener consistencia en los colores mas buscados por el consumidor (Skrede

et al., 1990; Skrede y Storebakken, 1986, Christiansen et al., 1995).

Tabla V. Colores y concentraciones de B-caroteno y astaxantina para los
integumentos de L. vannamei sometidos a coccidn.

Pigmento Longitud de onda Tonos de color Concentracion
en hexano mg/gr.

3-caroteno 450 nm Amarilio a anaranjado 0.012-0.045

Astaxantina 470 nm Rosado a rojo 0.015-0.103

La medicién de pigmentos, asi como el uso de colorimetros en los
camarones podrian indicar al productor la dosis y tiempo de aplicacién de la
dieta conteniendo carotenoides para obtener la coloracién deseada.

Es necesario investigar mas sobre la efectividad del proceso de
fabricacién en la incorporacién de pigmentos en las dietas, ya que en estos
experimentos se observé cierta coloraciéon adherida en las paredes de los
acuarios; no existiendo certeza de si provenia de la lixiviacién del alimento o de
las excretas de los camarones, probablemente ambas fuentes contribuyeron a

esta coloracién. Para estudios posteriores seria recomendable medir la
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ingestién de alimento y hacer pruebas de lavado del alimento para calcular la
cantidad de alimento consumido, asi como el pigmento que es lixiviado antes
de ser ingerido.

Los camarones originales de los estanques 1 y 2 mostraron una
coloracion naranja-rojfza mas apreciable, lo cual concuerda con las mayores
concentraciones de pigmentos observadas. Esta coloracion disminuyé de
intensidad después del periodo de acondicionamiento previa al experimento de
asimilacién de B-caroteno. Al final del experimento, la pigmentacién disminuyé
aan mas en el tratamiento control a diferencia de los otros dos tratamientos
donde aumenté a niveles p‘arecidos 0 mayores a los inicialmente medidos.

Estos resultados contrastan con los encontrados por Einen y
Thomassen (1998), quienes encontraron que el salmén y la trucha no sufren
cambios significativos en su coloracidn, ain después de largos periodos de
inanicion.

En un estudio de inanicién con saimén del Atlantico, Einen et al. (1998),
reportan cambios significativos en peso, forma del cuerpo y rendimiento de
filetes, sin embargo las concentraciones de proteina y &acidos grasos en el
musculo fueron ligeramente afectadas, asi como tampoco se detectaron
cambios significativos en la textura, color y andlisis sensorial de los filetes
cocinados.

Esta pérdida de color en los camarones no seria demasiado importante
si el valor econémico no sufriera decrementos. Sin embargo en los paises
asiaticos, asi como en los mercados exigentes de productos de calidad donde

la coloracion es importante, el valor del camarén puede tener una diferencia de
7 a 26 déblares por kilo, lo cual va en detrimento de las ganancias de los

acuacultores (Liao y Chien,1989).
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La coloracién es importante ya que usualmente ejerce influencia en la
primera impresion del consumidor al proveer una informacion sensorial y juega
un papel importante en el reconocimiento e intensidad del gusto. Estos factores
influyen la aceptabilidad general del producto y mejoran la seguridad en su
consumo, ya que el color también puede ser indicativo de la frescura e
integridad que se refleja en la presteza para ser ingerido (Klaui, 1981).

Es ademas importante el sefialar, que los aditivos pigmentantes en el
alimento de los animales también puede causar efectos negativos, asi
Peterson et al. (1966), reportan que la inclusién de un extracto de paprika rico
en pigmentos carotenoides en alimento para trucha, resulté en un color
amarillo indeseable en la piel de la trucha.

Es importante también considerar el costo que representa la adicion de
carotenoides en las dietas, Meyers y Sanderson, (1992), reportan que los
carotenoides en dietas representan del 10 al 15% del costo del alimento,
principalmente para salmoén, y que en esas fechas, representaban un mercado
mundial de mas de 50 millones de dodlares.

El B-caroteno de origen algal, tiene un costo aproximado de 800 dlis. el
Kg (Ernesto Mejia, Comunicacion personal)2, por lo que seria muy importante
determinar las dosis y el tiempo requeridos para ser suministrados a los
camarones, cuando se detecte una deficiencia de carotenoides. Ademas seria
importante estudiar los efectos del B-caroteno en otras etapas de la vida del
camardn, para mejorar el crecimiento, sobrevivencia, resistencia a

enfermedades y eficiencia reproductiva.

2 Ing. Ernesto Mejia. Nutrilite, Manager, 250, Schrimpf Road, Calipatria, CA, USA.




V. CONCLUSIONES

1. El B-caroteno del alga Dunaliella salina incorporado en el alimento del
camaroén Litopenaeus vannamei ejerce un efecto positivo en la pigmentacion
externa de camarones previamente privados de carotenoides.

2. Aparentemente, la dosis de 100 mg de R-caroteno en 100 gr de alimento
fue la mejor para la sobrevivencia de camarones estresados, ejerciendo un
posible efecto de recuperacion.

3. Los camarones mantenidos con el alimento balanceado (camaronina®
alternandolo con inanicién, disminuyen sus contenidos de pigmentos
carotenoides en el cuerpo.

4. De los cuatro érganos analizados, el hepatopancreas y el integumento
poseen las mayores cantidades de R-caroteno y astaxantina, mientras que

musculo y pedinculos registran las menores cantidades.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda que en futuros bioensayos con camarones, sean utilizados
grupos con un mayor numero de muestras, asi como un mayor numero de
réplicas, para obtener una mejor confiabilidad estadistica.

2. Seria interesante considerar el analisis de una gama mas amplia de
pigmentos en otros estadioé de la vida del camarén, para avanzar en el

conocimiento de los carotenoides en los camarones.
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