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El bocinegro Pagrus pagrus es una especie con un fuerte potencial para la
acuicultura, siendo la dificultad de obtener ejeargd correctamente pigmentados en
cautividad, el principal obstaculo para su coméimzaion.

Teniendo en cuenta que los peces son incapacastelizar pigmentos carotenoides
de novo, pero que carotenoides como la astaxapim&antaxantina son responsables de la
pigmentacion del musculo y la piel de ciertos pecesustaceos, el principal objetivo de
esta memoria es estudiar la efectividad de digimiweles y fuentes de astaxantina (el
camaron Plesionika sp el alga Haematococcus pluvialisy la astaxantina sintética
Carophyll® Pink), y diferentes dosis de cantaxantsobre el crecimiento, supervivencia,
coloracién, nivel de carotenoide total, y niveloyrha quimica de la astaxantina depositada
en la piel de los ejemplares.

Teniendo en cuenta que la astaxantina protegeefenf oxidacion de los acidos
grasos altamente insaturados (PUFA), importantda eatricion de peces marinos, y frente
a los efectos de la radiacion ultravioleta, se @@galuar este papel protector analizando
también los niveles de peroxidos lipidicos y la posicion lipidica de la piel.

Los mejores resultados en términos de pigmentagide menores niveles de
peroxidos lipidicos se obtuvieron con las dos feemiaturales de astaxantifdesionika sp.

y Haematococcus pluvialisLa fuente sintética de astaxantina resulté mefestiva. Los
peces alimentados con la dieta sin carotenoide®ro aantaxantina presentaron una
coloracién gris y mostraron los niveles mas al®geroxidos lipidicos en su piel.

Los resultados de HPLC mostraron que la astaxamtngu forma diester fue el
carotenoide predominante en la piel de los ejeraplaalimentados con las dietas
suplementadas con astaxantina, detectando tamigénscniveles de otro carotenoide, la

tunaxantina en su forma esterificada, en la piel tddos los peces muestreados.
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Los peces cultivados en jaula marina flotante priesen una pigmentacion mas
oscura y una mayor acumulacion de astaxantina epigdy un posible mecanismo de
proteccion frente a las elevadas intensidades loagmresentes en este medio. Nuestros
resultados sugieren que una dieta suplementad2(corg de astaxantina esterificada por kg
de dieta, podria dar buenos resultados si se eraplesstructuras que disminuyan la
intensidad luminica en la superficie de las jaulasta conclusion es particularmente
interesante desde un punto de vista economico,uga el uso de menores niveles de

astaxantina podria traducirse en una importantectedhn de los costes de produccion.

Vi
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The difficulty to obtain individuals dPagrus pagruswith a natural pigmentation in
captivity is a bottleneck to a successful commdeaton of individuals of the species, a
good candidate to diversify the aquaculture ingustr

Taking into account that fish are unable to biokgsize carotenoids de novo, but
when abundantly supplied in the diet pigments sashastaxanthin and cantaxanthin are
responsible for the muscle and skin colour of eerfi@med fish and crustacean species, the
main purpose of the present study was to investight effectiveness of different
astaxanthin sources (i.e.; the shriRlesionika spthe algagHaematococcus pluviali@nd
the synthesized formulated astaxanthin Carophyil@&)An different dietary concentrations,
and different doses of cantaxanthin, on growthyisat, pigmentation, total carotenoid
levels and chemical form and level of depositedxastthin in the skin.

Astaxanthin exhibits essential biological functiomgluding protection against
oxidation of essential polyunsaturated fatty a¢l@lslFA) and protection against UV light
effects. Given the important role of PUFA in mariieh nutrition, another purpose of the
present work was to check whether dietary astaxambntributed to prevent tissue lipid
peroxidation. Thus, the peroxide levels and thel lgpmposition of skin samples were also
determined.

The best results in terms of pigmentation and loleeels of lipid peroxides were
obtained by feeding the fish with two natural s@grof astaxanthin, the shrinfjpesionika
sp. and the algaklaematococcus pluvialifigmentation attained with synthetic astaxanthin
was less effective. Fish either fed diets lackirsgotenoids or containing cantaxanthin
became grey, a characteristic coloration of ttsk Bpecies under captivity and showed the

highest levels of lipid peroxides in their skin.

Vi



HPLC results showed astaxanthin diester as thermajotenoid found in the skin of
fish fed with astaxanthin supplied diets, detecitegtain levels of tunaxanthin ester in the
skin of all the fish analyzed.

Fish held in a sea-cage system presented a dagkeeiptation, which coincides with
a higher content in astaxanthin in the skin. Thagyine due the high light intensity present in
this environment. Our results suggest that a dippked with 20 mgg-1 of esterified
astaxanthin could give good results in terms otaga fish pigmentation if an appropiate
cover is selected to shade the installations. Taidd be of particularly interest under an
economic point of view, since the use of less astthn to formulate the pellets could be

translated in a reduced production cost.
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1 Introduccion

1.1 Consideraciones generales

Desde la antigiedad la pesca ha sido una fuentertampe de alimentos para la
humanidad, generando empleo y beneficios econdonpena quienes se dedican a esta
actividad. Sin embargo, el aumento de los conocitogy la evolucion dindmica de la pesca
ha demostrado que, aunque renovables, los recacsdsicos no son infinitos y es necesario
explotarlos de manera racional para que sigan iboggndo al bienestar nutricional,
econdmico y social de una poblacion mundial entems crecimiento (FAO, 2003n todo
el mundo, mas de 1.000 millones de personas depatelgpescado como fuente importante
de proteina de origen animal, es decir, el pespagjmorciona al menos el 30 por ciento de la
proteina dietaria, siendo la dependencia del pesoayor en las zonas costeras que en las
continentales. Al beneficio del aporte de protadeacalidad que representa el consumo de
pescado, hay que sumarle el hecho de que constaugencipal fuente de acidos grasos
omega 3¢3) en la dieta humana (Sargent et al., 2002; @allarangoni, 2006). Numerosos
estudios relacionan la ingesta de estos acidosgatamente insaturados (HUFAS) con una
disminucién del riesgo de enfermedades coronariasuyodegenerativas, la disminucién de
problemas de hipertension, la prevencion de cientagnias cardiacas y muerte subita, una
menor incidencia de diabetes o con el alivio desiasomas de la artritis (Young y Conquer,
2005; Wenk, 2005; Judé et al 2006; Psota et dbg2Reiffel y McDonald, 2006; Schmidt et

al., 2006; Wang et al., 2006a).




El aumento de la poblacion mundial unido a estaacteristicas beneficiosas del
pescado, ha provocado que su consumo se hayaadgplcon creces durante el periodo 1961-
2001, aumentando de 28 a 96,3 millones de tonela@iagenemos en cuenta que la
contribucién de la pesca de captura marina y cental al suministro de pescado ha sufrido
un estancamiento en el periodo 1970-2000, logmentos recientes de la disponibiligset
capita de este recurso se han derivado de la producadma dacuicultura, tanto rural
tradicional como comercial e intensiva y, en pafic de especies de elevado valor
comercial (SOFIA, FAO, 2004). Mas aun, la sociedaddial de acuicultura (WAS) afirma
qgue en 2010 el 50% del consumo de productos delsarar cultivado por el hombre. Sin
embargo, el incremento de la produccion acuic@wallasociado una serie de agresiones
medioambientales que deben ser minimizadas para egte actividad constituya una
alternativa sostenible para hacer frente a la enéeidemanda mundial de pescado. Este es el
caso de algunas actividades acuicolas, en lasl giaéi@ que puede producir la destruccion de
habitats, la introduccién de especies exoticastogeaos, asi como el tener que recurrir al
uso de grandes cantidades de pescado para obteteings y aceites de calidad necesarios
para formular dietas para peces carnivoros devoulBon factores que paradojicamente
pueden contribuir al colapso de las pesquesgstando los stocks naturales (Naylor et al.,

2000).

En definitiva, para reducir las repercusiones daclaicultura en el medio ambiente y
evitar los efectos negativos de otras actividadebjdos a una gestion deficiente, hace falta
un mayor esfuerzo destinado a mejorar el aproveemionde los recursos y lograr una
ordenacién ambiental apropiada. El desarrollo sddt® es hoy en dia un compromiso
ineludible. Los productores acuicolas deben sesaientes de esta obligacién e implicarse

cada vez mas en lograr que la acuicultura puedeeera la sociedad de alimentos de alta




calidad, seguros y sanos, producidos mediantecsraceptables desde el punto de vista
medioambiental y socialmente justas. La Comisiorofea ha reconocido la importancia de
la acuicultura en su Politica Pesquera Comun (PyP®@p desarrollado un documento
especifico denominado Estrategia para el DesarBiistenible de la Acuicultura Europea,
que esta sirviendo de referencia para la nuevaldeipn sobre acuicultura de la Unién
Europea. Igualmente, las acciones que se estarralzsalo en esta linea desde la asociacion
espafiola de productores son el desarrollo y lacapén de protocolos de produccién de
reducido y controlado impacto ambiental, éticamergsponsables con respecto de la
biodiversidad, a la vez que competitivos emprekaeate (APROMAR 2006).

Otro de los grandes retos a los que se enfrerdadigultura en la actualidad, radica
en la necesidad de diversificar el sector en cualmdmero de especies cultivadas. La dorada
(Sparus aurata Linnaeus 1758), la lubinad{centrarchus labraxL. 1758) y el rodaballo
(Psetta maximal.1758) son las especies de peces marinos quacskicen en mayor
proporcion en los paises europeos meridionales E§pana la produccion de pescados
marinos de crianza ascendio en 2005 a 26.250 Tni6w?o mas que en el afio anterior.
Dentro de este total, la produccién acuicola dedha sido de 15.577 toneladas (59,3% del
total de la produccion), la de lubina de 5.492 laas (20,9% del total de la produccion), y
la de rodaballo de 4.275 toneladas (16,2% del tlddh produccion). En Canarias el engorde
en jaulas flotantes de dorada y lubina ha sufridamportante impulso. Asi, las producciones
en 2005 de las 26 empresas ubicadas en las Islaefd.100 Tm (18 y 22% de la produccion
nacional de dorada y lubina, respectivamente) cars 23x10eurosanuales de facturacion y
300 puestos de trabajo directos (APROMAR 2006). distante, el hecho de que estas
especies estén siendo ampliamente cultivadas erhawnupaises europeos lleva a una
saturacion del mercado y consecuentemente, a doaaién de los precios de venta. Estas

son razones suficientes que justifican la busquedana solucién para abrir el mercado a




nuevos productos, ya sea innovando en cuanto ameeson se refiere, es decir mediante
fileteado, precocinados, congelados, etc., o biatgndo de cultivar nuevas especies que sean
identificadas como producto de calidad, tengan huena aceptacion comercial y resulten
rentables para el acuicultor.

En este sentido, gran parte de las investigaci@reEaminadas a establecer la
viabilidad del cultivo comercial de nuevas especieshan centrado en esparidos tales como
el besugo(Pagellus bogaravedBriinnich 1768) (Peleteiro et al., 2000, 2002;akes et al.,
2002, 2003; Olmedo et al., 2002, 2005; Silva et28l06) cuyo cultivo a escala comercial esta
ya siendo llevado a cabel sargo (Diplodus sargusL. 1758 yDiplodus puntazzoCetti
1777) (Abellan et al., 1994; Mena-Sellés y Garcéaeim, 2002; Cejas et al., 2003a, 2004 a,
b; D°Anna et al., 2004; Almaida et al., 2006; Oaoet al., 2006; Saavedra et al., 2006;
Hernandez et al., 2007; Pérez et al., 2007; Piedacet al., 2007gl denton (Dentex dentex
L. 1758) (Abellan, 1999; Jover et al., 1999; Pastdsrau, 2002; Estévez y Vallejo, 2003;
Garcia-Garcia y Cerezo, 2003; Hidalgo et al., 2@i&énez et al., 2006) hurta (Pagrus
auriga, Valenciannes 1843) (Mufioz et al., 2005; Padilale 2005; Cardenas et al., 2006) y
el bocinegro(Pagrus pagrusl..1758) (Divanach et al., 1993; Kentouri et al.939Cejas et
al., 1997a; 1999a; Divanach et al., 1997; Kolibsle 1997; Hernandez-Cruz et al., 1999;
Mylonas et al., 2004). Estas especies poseen graptaxion en el mercado, alto valor
comercial y similitud con la doradaSgarus auratp cuyo cultivo esta ampliamente

consolidado y extendido.




Tiitroducciéii

1.2 ELbocinegro (Pagrus pagrus L. 1758,

La especie objeto de estudio en la presente menasrial bocinegro o parg@dgrus
pagrug, un esparido demersal marino cominmente asoeiddndos arenosos o rocosos, que
habita a profundidades que varian entre los 18 $85% m, distribuyéndose en zonas templadas
de ambos lados del Atlantico, incluyendo el Arcéiipgo Canario, y en el Mediterraneo
(Manooch, 1975; Pajuelo y Lorenzo, 1996). Respextsus hébitos alimenticios, los
crustaceos decapodos, de los que puede obtergigfoentos que le dan su coloracion rojiza
caracteristica, similar a la de la dorada japo(€hkaysophrys majgrTemminck & Schlegel),

0 a la de la dorada australiana (red snapPagrus auratus Foster 1801), junto a los
moluscos, son las presas mas frecuentes que caractsu dieta (Labropoulcet al., 1999).
También poliquetos y peces forman parte de la diktalos juveniles de esta especie

(Labropoulou et al., 1999; Castriota et al., 2005)

Fig. 1.1. Imagen de un ejemplar salvajeP@grus pagrus

Los avances realizados en el establecimiento deésuscas de cultivo, permiten

considerar al bocinegro como una especie con utefpetencial para la acuicultura, siendo




previsible que su cultivo experimente un impulsgantante tanto en el area mediterranea,
como en zonas templadas del Atlantico, incluyerddarehipiélago Canario. En este sentido,
se han llevado a cabo investigaciones sobre diseaspectos: adaptacion a condiciones de
cautividad y crecimiento (Divanach et al., 1993;ntairi et al., 1995), comportamiento
reproductor (Méndez et al., 1995), desarrollo eorfaiio (Kentouriet al., 1992), desarrollo
larvario (Hernandez et al., 1990), cultivo larvafizivanach et al., 1997; Kolios et al., 1997;
Herndndez-Cruz et al., 1999), e influencia de aseparametros sobre el engorde (Rueda et al.,
1998; Maragoudaki et al., 1999). El Centro Oceadfaryr de Canarias, ha trabajado en el
desarrollo de técnicas de cultivo de bocinegro elek#@d4, habiendo aportado informacién
relevante sobre las distintas fases de cultivogmate incluyendo técnicas aplicables a la
reproduccién en cautividad (Cejas et al., 1997b§ karvaria y produccién de alevines en
régimen semiextensivo (Cejas et al., 1997a, 19@9af|luencia de varios parametros sobre el
engorde de bocinegro en tanques y jaulas flotd@eigas et al., 1999b).

Las investigaciones realizadas hasta la fecha baoghegro han permitido identificar
varios problemas que deben resolverse antes desjaeespecie pueda cultivarse a escala
comercial, siendo una de las necesidades mas ategita de lograr la pigmentacion
adecuada de los ejemplares cultivados. La alimémade los alevines de bocinegro con
piensos comerciales para dorada (empleados habéntd), hace que como consecuencia de
la falta de carotenoides en los piensos utilizalbssejemplares presenten una coloracion gris
oscura (Kolioset al., 1997), no lograndose el aspecto externporpropio de la especie en su
medio natural.

La presente memoria en la que se abordan, eniws aspectos, la influencia del
aporte de carotenoides en la dieta sobre la pigroEmt de la piel dePagrus pagrusforma

parte de varios proyectos de investigacion finalasa por el Instituto Espafol de




Oceanografia y el Ministerio de Educacién y Cierf€iamision Interministerial de Ciencia y
Tecnologia, CICYT), en los que han participado ep&tamento de Biologia Animal de la
Universidad de La Laguna y la Planta de Cultivok @entro Oceanogréfico de Canarias
(COC) perteneciente al Instituto Espafiol de Oceaiizg(IEQ). Asimismo, en una de las
experiencias de engorde descritas en el presentendmto se contd con la colaboraciéon de

la empresa de engorde de dorada y lubina CEDRA.S.L.

1.3 Los Carotenoides

Los carotenoides, junto con las melaninas, sonpigsentos mas ampliamente
distribuidos en la naturaleza. Sin embargo, sobst@s microorganismos, hongos, algas y
plantas fanerégamas pueden producirlos (GoodwiB4)19Por tanto, los carotenoides
responsables de la coloracion amarilla, narang@iperque presenta la piel de ciertos peces, el
musculo de los salménidos, los huevos de pecescarlzasa de los crustaceos, deben ser
incorporados a través de la cadena alimenticia.

Son compuestos liposolubles, derivados de unactsteubasica de 40 atomos de
carbono, a partir de la cual, mediante modificaesordel tipo ruptura, hidrogenacion,
deshidrogenacion, adicion de grupos funcionalescquéenen oxigeno o adicion de cadenas
de hidrocarburos ciclicas, derivan a su vez elorest carotenoides. La larga cadena con
dobles enlaces conjugados se denomina grupo cromm§falependiendo del nimero de
dobles enlaces que posea el grupo, absorbera sotonia zona del ultravioleta o en la regién
visible del espectro (Britton, 1995a, b). Si el puesto tiene mas de 5 dobles enlaces, la
longitud de onda de absorcion es de 400-600 naydhesta en la regién visible del espectro
(Latscha, 1990). No obstante, el espectro de aidsode los carotenoides va a depender del

medio en el que se encuentre el compuesto y difiegéin los solventes organicos. Asi, en




condicionesn-vivo se vera afectado por la interaccion de los caoades con los lipidos y
proteinas (Britton, 1995a, b).

A los carotenoides podemos clasificarlos en dopagyrincipales; los que presentan
oxigeno en su estructura, denominadastofilas, como por ejemplo la astaxantina, la
cantaxantina o la luteina y los que no lo poseenphinadogarotenos como ell3-caroteno,

y el licopeno.

Carolenoiaes

Carotenos Xantofilas

o -caroteno Astaxantina
B-caroteno Cantaxantina

Licopeno Tunaxantina

Fig. 1.2. Estructura quimica de algunos carotersoitgortantes.

Carotenos y xantofilas no sélo van a diferenciarssu estructura quimica, también lo
hacen en cuanto a diversidad y distribucion. Gémerste los carotenos tienen una mayor
representacion tanto cualitativa como cuantitataraplantas que en animales, siend@-el

caroteno el mas comun de todos. En contraste, dmtofdas estan mas ampliamente




distribuidas en el reino animal, pudiendo ser dtetitamente mucho mas abundantes que
los carotenos (Shahidi et al., 1998). De este medopntramos que la xantofila astaxantina
(Fig. 1.3) es el carotenoide mas ampliamente digtid en los organismos marinos, siendo

particularmente abundante en crustaceos y pecescfiza 1990, 1991).

ASTAXANTINA 2

oH

Ho

Fig. 1.3. Estructura quimica del carotenoide ast@xa.

Otros carotenoides que abundan en los peces saratuima, luteina, zeaxantina y
cantaxantina (Latscha, 1990, Shahidi et al., 19%8paxantina, luteina y zeaxantina son
pigmentos que se encuentran ampliamente distribugtidre las especies de peces marinos,
sobre todo en aquellas que presentan pigmentanmanila (Shahidi et al., 1998), siendo la
Zzeaxantina también especialmente abundante estpet®s de agua dulce (Anderson, 2000).

En el caso de la cantaxantina, vemos que este ptgnes el mas importante de los
carotenoides presentes en la arterArdefnia salind, un crustaceo tradicionalmente utilizado
como presa viva en las primeras fases de la alan€mt de peces y crustdceos marinos
producidos en cautividad (Schiedt, 1998). Asimisla@antaxantina se encuentra presente en
el musculo, piel y ovarios de salménidos, asi cognootros tejidos de peces marinos
(Czeczuga, 1980a, b; Shahidi et al., 1998)

La cantidad y el tipo de carotenoide encontradolen animales acuaticos es

especifico de la especie siendo el resultado deleato ingerido, de la capacidad de




absorcion, del transporte sanguineo hasta losntdistitejidos y de las caracteristicas
metabdlicas de estos pigmentos (Torrissen et@89)1

En la piel de los peces, los pigmentos estan loaxddis en unas células concretas de la
dermis denominadas cromatoforos. Estas célulasepuser oscuras por contener melaninas

(melandforos), amarillas (xant6foros), rojas o ngs (eritroforos) o blancas (guanéforos).

anillo 6seo (circulus)

ESCAMA de la escama

) GLANDULA
CROMATOFORO MUCOSA

EPIDERMIS

DERMIS

ESCAMA

DERMIS J

TEJ. CONJUNTIVO
FIBROSO

MIOSEPTUM

Fig. 1.4. Estructura y posicion de los cromatéfanda piel de los peces.

Los carotenoides se encuentran tanto en los xaogfoomo en los eritréforos,
confiriéndoles a estas células su caracteristitay emarillo o rojo, respectivamente.

Las migraciones de pigmento dentro de los cromeiéfeon responsables de los
cambios en la coloracién, una caracteristica rotole@ los peces. Estos cambios son

complejos y estan regulados por control nervioborynonal.
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Como ya hemos mencionado, los carotenoides sonnsabples de la coloracion de la
piel y de ello van a depender numerosos procesaductuales y fisioldgicos relacionados
con la propia supervivencia del animal, de modo wu@aporte adecuado de pigmentos en la
dieta se relaciona con funciones tan importantesocta comunicacion, el camuflaje o la
fotoproteccion.

En los salménidos, por ejemplo, los carotenoidegign un importante papel en el
cortejo, existiendo una movilizaciéon de estos pigioge desde el masculo a la piel en los
machos que estan madurando (Christiansen, 1996).

La exhibicion de color en los peces se convierteusa continua lucha entre la
necesidad de comunicacion y el riesgo de predaBiéreste modo, la habilidad de cambiar
de color, o de seleccionar el adecuado, resulte @ara el camuflaje. Asi, se ha observado
gue el color rojo estd presente en peces con lsabdoturnos o en aquellos que viven a
moderadas profundidades como es el caso de los paeca Sebastes sppy del bocinegro
(Pagrus pagrus Este hecho se explica teniendo en cuenta quealeria de la luz roja es
filtrada en los primeros metros de la columna deatp que hace a estos peces virtualmente
invisibles para sus posibles predadores a la pdidad a la que habitan (Christiansen, 1996).

Los carotenoides cumplen ademas, otras funcioseédijicas. Tanto en peces como
en mamiferos se ha demostrado que la astaxantio&rog carotenoides actian como
precursores de la vitamina A (Al-Khalifa y Simpsob988) y como promotores del
crecimiento. Asi, en el salmén atlantico, se haenleslo que la tasa de crecimiento se ve
incrementada cuando las dietas comerciales senseptan con astaxantina o cantaxantina

(Torrissen, 1984; Torrissen y Christiansen, 1995).
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Asimismo, los carotenoides pueden desarrollar uponante papel fotoprotector
frente a la accién de la radiacién ultravioleta JUKsta radiacion es capaz de traspasar hasta
los 6 primeros metros de la columna de agua (SyniBarker, 1978). Ello indica que los
organismos que habitan en este rango de profundideesitaran adoptar un mecanismo de
proteccion frente a esta exposicion que, tal y capodescribe a continuacién, esta
directamente relacionada con numerosas reaccicmgsntes que comprometen la salud y el

buen estado de desarrollo de los organismos (Gakah, 2003; Santocono et al., 2006).

1.3. 1.1 Carotenoides como antioxidantes

Oxidantes y estrés oxidativo

Entre las funciones atribuidas a los carotenoidé® aestacar aquellas relacionadas
con su actividad antioxidante (Haila et al., 19B@st et al., 1998; Rao y Agarwal, 1998;
Kiokias y Gordon, 2003; Wang et al., 2006b). Debertener en cuenta que los radicales
libres o especies reactivas del oxigeno (ROS) pgpeelen dafiar componentes celulares como
el ADN, proteinas y lipidos de membrana, son pritéscen el cuerpo durante las reacciones
y procesos metabdlicos rutinarios y que, situacode estrés fisioloégico y factores
medioambientales incluyendo la exposicion a laulliravioleta (UV), pueden incrementar su
produccion (Guerin et al., 2003; Santocono eal06).

Desde el punto de vista quimico, los radicalesesibson todas aquellas especies
quimicas, cargadas o0 no, que en su estructura @gonesentan un electron desapareado o
impar en el orbital externo, lo que les da una igom&cion espacial generadora de gran
inestabilidad. Entre las ROS cabe destacar a Hisalas anion superéxido §6), peroxido
de hidrégeno (kD,) e hidroxilo (OH), pasos intermedios de la reduccion del oxigeno

molecular a HO (Fig. 1.5).
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O +1e — O

02+2 +2H' —— H02

O2+3¢ +3H"

OH+H20
02 +4¢ +4H" 2H20

Fig. 1.5. Proceso de formacion de algunas
especies reactivas del oxigeno (Floyd, 1990).

otras especies reactivas importantes son el oxigenéecular singlete 'Q,),
resultado de la excitacidn electronica del esta@bdel oxigeno molecular (triplete), y los

radicales peroxidos, presentes en la peroxidapddida (Sies, 1997).

Nivel energético Spin E'—E*(KJ)
(b)'zg ! l 155
(b) 'ag 1l 92
a t } Nivel energético
@ 3}:‘.; basal

Fig. 1.6. Estados energéticos de la molécula dgeowi. EI nivel energético basal se
corresponde con el estado triplete (a), existietha® estados posibles para el oxigeno singlete
(b) (Floyd, 1990).

Cuando la produccién de estas sustancias proorglasupera a la capacidad de
respuesta antioxidante del organismo vivo, nos r@n@mos ante lo que se denomasrés
oxidativo, proceso que se relaciona con trastornos y enflrdes graves que afectan a
humanos y a otros representantes del reino aniflgja{de, 2001; Barnham et al., 2004;
Valko et al., 2007).

Sistemas antioxidantes

Afortunadamente, el organismo vivo dispone de miage antioxidantes que

contrarrestan la generacion de radicales libresetstas defensas antioxidantes que posee la
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célula destacan losistemas enzimaticossiendo los mas importantes kuperdxido

dismutasa(SOD), lacatalasay la glutation peroxidasa(GSH-px) (Bandyopadhyay et al.,
1999; Bragadattir, 2001).
Ademas de sistemas antioxidantes enzimaticos endégexiste una gran variedad de

antioxidantes _exdgengsentre los que cabe destaciar:vitamina C o acido ascoérbicda

vitamina E (alfa tocoferol) ylos carotenoideqElejalde, 2001).

Los carotenoides en general, y la astaxantina en pigular, poseen especial
habilidad para destruir directamente los radicdieses (se les llama por ello radical
scavengers, o sumideros de radicales), e inacth@éculas electronicamente excitadas
(actividad denominada quenching o apagamiento)poesnel caso del oxigeno singleté)

(Di Mascio et al., 1991; Miki, 1991; Woodall et,d997; Stahl y Sies 2005). De hecho, estos
pigmentos resultan particularmente eficientes laola de neutralizar los radicales peroxidos
(ROO), los cuales estan directamente relacionados tomeeanismo de peroxidacion
lipidica, uno de los procesos oxidativos mas reimsa nivel tisular.

Segun Burton (1989), la presencia de un radices [{B) en un sistema bioldgico que
contenga lipidos insaturados (RH) u otros mateviglgsceptibles de ser oxidados, resulta
potencialmente peligrosa, ya que el dafo inicia gudiera producir dicho radical puede
verse amplificado a través de un mecanismo en eaglerel que se encuentran involucrados
los radicales peroxidos (ROOLa reaccion se produciria tal y como se muestréa Figura

1.7.
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Inicio:

Produccién del radical-R

Propagacion:

R+ O,— ROO

ROO + RH— ROOH +R
ROO + RH—» ROOH R

Finalizacion:
ROO + ROO — productos inactivos

[1]

[2]
[3a]
[3b]

[4]

Fig. 1.7. Reacciones propias del mecanismo de mo®n lipidica

(Burton, 1989).

Normalmente la fase de propagacion de la reactéda kconsigo el paso [3a], en el

que el radical peréxido secuestra un atomo de ¢éard a un acido graso, aunque a veces

puede producirse la adicion del radical a un dehlace [3b].

Los carotenoides actuarian neutralizando al radp=roxido producido en [2]

adoptando una conformacion en la que el electeSaphreado se encuentra localizado en el

carbono central del grupo croméforo, tal y com@mesenta en la siguiente figura parg-el

caroteno:

ROO- + B-caroteno — ROO- B-caroteno-

CHy

Fig. 1.8. Interaccion entre elp-caroteno y los ROO(propuesto por

Yanishlieva et al., 1998; adaptado de Bragad@fif1).
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El radicalB-caroteno resultante (ROgEars) puede actuar como prooxidante o como
antioxidante dependiendo de la tension de oxigewsieate (a baja tensién de @ctuara
como antioxidante), de las interacciones con ardg®xidantes y de la propia naturaleza del
agente prooxidante con el que reaccione (Yanishkd\al., 1998; Bragadottir, 2001).

Es importante dejar constancia de que esta pasiildad prooxidante mostrada por
el B-caroteno no es compartida por la astaxantina.ol@ste carotenoide como las xantofilas
Zzeaxantina y cantaxantina son considerados angéioted puros, ya que exhiben poca o
ninguna propiedad prooxidante, incluso ante unsidenelevada de oxigeno (Martin et al.,
1999; Beutner et al., 2001).

Tal y como hemos visto, la larga cadena carbonadan dobles enlaces conjugados
propia de los carotenoides, es responsable déilédad antioxidante de estos pigmentos, ya
que permite interceptar radicales libres y espemastivas, evitando asi su propagacion
(Liebler, 1993). Sin embargo, existen otros aseattener en cuenta que pueden influir de
un modo u otro en dicha actividad. Asi, se ha dérads que los grupos cetonicos presentes
en los anillos de ciertos carotenoides como laxastaa y la cantaxantina, contribuyen a la
estabilizacion de las especies intermediarias guersnan al interaccionar los carotenoides
con los radicales libres, contribuyendo a que dividad antioxidante sea mayor a la que
poseen otros carotenoides, comopeaiaroteno, que carecen de dichos grupos ceténicos
(Terao, 1989).

Sin embargo, esta teoria no explicaria el porquéte@oides con el mismo numero
de dobles enlaces y carentes de grupos cetonion®) es el caso de la zeaxantina B¢l
caroteno, presentan similar actividad antioxidagresolucion y sin embargo difieren en
comportamiento cuando se afiaden a sistemas liptesynséendo el efecto protector de la

zeaxantina mayor, frente a la accion de radicatedxos, que el ddl-caroteno (Woodall
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et al., 1997). Las diferencias de comportamiengenladas pueden deberse a diferencias en
localizacion y orientacion dentro de la membrapéalica. Asi, estudios realizados a nivel de
membrana han demostrado qu@-ekroteno (y otros carotenoides como el licopepadeen
una orientacion paralela a la superficie de la nramdy quedando aislados en el nicleo
hidrofébico de la misma, mientras que la zeaxargmaxpande a través de la membrana,

limitando la penetracion del oxigeno en la mismig.(F) (Young y Lowe, 2001).

zeaxantina B-caroteno

Fig. 1.9. Representacién de una membrana lipiditfcel
conteniendo los carotenoides zeaxantirgroaroteno (Young
y Lowe, 2001).

Si tenemos en cuenta que la efectividad de unarstiatpara actuar como sumidero
de radicales frente a los radicales peroxidos, ise mor su habilidad para actuar tanto en
fase acuosa como en fase hidrofébica (Halliweklgt1995), el hecho de que los extremos
polares de la zeaxantina anclen la molécula arigolale la membrana y la pongan en
contacto con el medio acuoso, puede explicar laomafectividad de este carotenoide
comparado con gl-caroteno, que por otra parte, tendr& muchisimasmposibilidades de
reaccionar con estos radicales desde su posicicel erterior de la membrana (Young y
Lowe, 2001).

Estudios recientes realizados en membranas lipdesrmgae contenian colesterol nos

ayudan a dilucidar qué parametros son los queyfien la relacién carotenoide-membrana
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y, por lo tanto, en la capacidad antioxidante dmtas carotenoides. Asi, McNulty et al.
(2007) han puesto de manifiesto que la astaxatigna la habilidad de interaccionar con los
lipidos de membrana sin alterar el orden de la misahtiempo que inhibe la peroxidacion
lipidica en un 41% respecto al resto de carotesoaesayados. En lo que respecta a los
demds carotenoides estudiados por estos autorepd(tio,-caroteno, luteina, zeaxantina),
aparte de disminuir la densidad electronica delemibidrofébico de la membrana, actuaban
ensanchandolo. Asi, aunque tanto la zeaxantina t@m@mstaxantina, por su polaridad, tengan
la habilidad de colocarse transmembrana, por saridad, en este estudio la zeaxantina
mostraba cierto efecto desestabilizador de la @siiai de la misma y no asi la astaxantina.
Este ultimo carotenoide, posee una estructura ylamgitud similar a la zeaxantina Q&}z
siendo el Unico parametro que las diferencia, &sgmcia en la astaxantina de los grupos
cetonicos que se encuentran en las posiciones C4 yde los anillos aromaticos que
caracterizan la molécula (Fig.1.10). Precisamestay de nuevo estos sustituyentes los
encargados de conferir una mayor estabilidad axtemos polares de la molécula en su
anclaje a la membrana, de modo que esta moléceldepexpandirse completamente a través

de la misma y no desestabiliza la estructura crpad& bicapa.

Astaxantina

OH
\x/\\)\\‘\\‘\_ \Tﬁ

Zeaxantina

Fig.1.10. Estructura de los carotenoides astaxantirzeaxantina en la que se aprecian los
sustituyentes que diferencian ambas moléchledN(lty et al., 2007).
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Todos estos aspectos relacionados con la perogiddgidica y con la accion
antioxidante de los carotenoides adquiere partigoiportancia cuando nos referimos a los
tejidos de peces marinos, los cuales son ricogieosigrasos altamente insaturados (Arts et
al., 2001; Sargent et al., 2002; Tocher, 2003).

Los acidos grasos como el docosahexaenoico (DHAGNZ22), eicosapentaenoico
(EPA; 20:5n-3) y araquidonico (AA; 20:4n-6), queegan un importante papel fisioldgico
como componentes estructurales de los fosfolipasnembrana y como precursores de
eicosanoides bioldgicamente activos (Bell et @951 Gill y Valivety, 1997a,b; Kiewler et
al., 1997; Tocher, 2003; Larsson et al., 2004; @aag al., 2005), son particularmente
susceptibles de ser oxidados por los radicaleedique se generan de forma continua en los
procesos fisiolégicos que tienen lugar en las aéluBiesalski, 1992). Una alteracion
incontrolada de los acidos grasos de los fosfadgpidnida a la acumulacion de los productos
de oxidacion resultantes, puede dar lugar a laiafarde dafios tisulares que generan
procesos patolégicos degenerativos (Halliwell yt&idge, 1989; Shahidi, et al., 1998;
Lorenz, 2000).

Teniendo en cuenta que otro de los aspectos dedanie memoria ha sido evaluar el
efecto antioxidante de los carotenoides astaxagtocantaxantina, estudiando la presencia de
productos de peroxidacion lipidica y su posible®fesobre la composicién lipidica corporal
de alevines de esta especie, resulta indispensablear en esta memoria una breve
introduccion a los lipidos y a sus unidades esirat#s basicas, los acidos grasos, algunos de
los cuales ya han sido nombrados en el presenteadpgor su esencialidad para los peces

marinos.
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1.4 Los Lipidos en peces marinos

Acidos grasos

La mayoria de los lipidos, a excepcion del colestgyoseen acidos grasos en su
estructura. Estas moléculas estan formadas porlamga cadena hidrocarbonada lineal
(hidrofoba) con un extremo carboxilo terminal. Ers [Acidos grasos saturados todos los
atomos de carbono de la cadena estan unidos émoe 8n enlace simple, mientras que los
acidos grasos insaturados poseen uno o variosseblaces entre los carbonos de la cadena,
pudiendo clasificarse en monoinsaturados (un deblace) y poliinsaturados o PUFA (del

inglés Polyunsaturated Fatty Acids) si poseen neasnddoble enlace.

[ I
-C_.| C-C
711

I
C
|

| | | I\ | I
‘(l:\l/(lt—(l:\l/C‘C\l/CeC\l/C‘C\l/C‘C\l/C\
C cl I c cl It'cl 1Ic OH

|

| | |
ACIDO GRASO MONOINSATURADO DE 18 CARBONOS (18:-9)

Fig. 1.11. Estructura del acido graso saturado ©88tearico y del acido graso monoinsaturado
18:1n-9 u oleico.

Dentro de los poliinsaturados cabe destacar altamente insaturados$ (3 dobles
enlaces, > 20 &atomos de carbono), también conocidos como HU®@EAl inglés
Highlyunsaturated Fatty Acids), y en particularloa n-3 HUFA (EPA y DHA, Fig.1.12),
presentes en cantidades importantes en los peagge( et al., 1995, 2002) y cuyos efectos
beneficiosos para la salud humana han sido cordissy@or numerosos estudios (Young y
Conquer, 2005; Wenk, 2005; Psota et al., 2006;f&eif McDonald, 2006; Schmidt et al.,

2006; Wang et al., 2006a).
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Ac. Docosahexaenoic(WHA)

COOH

Ac. Eicosapentaenoico (EPA)
C COOH

— — [— e— —

Fig. 1.12. Estructura de los acidasgs DHA (22:6n-3) y EPA (20:5n-3).

Para nombrar los acidos grasos en la presente neesediendra en cuenta:
@ |ongitud de la cadena.
@ Existencia de dobles enlaces.
@ Posicidon que ocupa el ultimo doble enlace (deseéatetmo metilo terminal).
Asi, el 18:1n-9 es un acido graso de 18 atomasad®no con un doble enlace en el
carbono 9, mientras que el 18:0 es un acido graswado con 18 atomos de carbono.
Por ultimo y atendiendo a la posicién del dltimobl@oenlace hablamos de tres

familias o series principales de acidos grasos:m&y n-9.

Acidos grasos esenciales (AGE)

Los acidos grasos que no pueden ser sintetizdelogvopor los organismos y, por lo
tanto, deben ser obtenidos a través de la dietiersmminan esenciales.

Los requerimientos dietarios de &cidos grasos &descen peces han sido
ampliamente estudiados (Kalogeropoulos et al., 13G®%en et al., 1989, 1990, 1992,
Mourente y Tocher, 1993; Mourente et al., 1993;iRpekz et al., 1993, 1994, 1998a; Ibeas et
al., 1994, 1996, 1997; lzquierdo, 1996; Sargerat.et1997, 1999; Skalli y Robin, 2004). En
los peces de agua dulce se ha demostrado queidas &casos esenciales son el linoleico o

18:2 (n-6) y el-linolénico o 18:3 (n-3), ya que estos peces poseamaquinaria enzimatica
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necesaria para transformar estos acidos gras@sidsetie 18 carbonos en los acidos grasos
altamente insaturados (HUFA) de su misma seriggédaiet al., 1995, 2002).

Sin embargo, los peces marinos requieren en la dibtacido graso 22:6n-3 o
docosahexaenoico (DHA), el 20:5n-3 o eicosapenteerf&PA), y el 20:4n-6 o araquidonico
(AA). Este requerimiento estricto en peces maries$a relacionado con la deficiencia de la
actividad de las enzimas elongasas y desaturasasjadas, respectivamente, de aumentar el
namero de atomos de carbono y afiadir dobles enkadas moléculas precursoras de 18
atomos de carbono (Sargent et al., 1995, 1997, )2®l2siguiente esquema (Fig. 1.13)
muestra las rutas mediante las cuales la maquieazimatica (elongasa-desaturasa) produce
tanto AA como EPA y DHA, a partir de los acidosags linoleico [18:2 (n-6)] y linolénico

[18:3 (n-3)], respectivamente.

18:2n-6 18:3n-3
— | A-6 Desaturasa _l
18:gn-6 18:4n-3
l— Elongasa _l
20:3n-6 20:4n-3
l— A-5 Desaturasa _l
20:4n-6 20:5n-3
l— Elongasa _l
22:4n-6 22:5n-3
l— Elongasa _l
24:4n-6 24:5n-3
l— A-6 Desaturasa _l
24:5n-6 24:6n-3
l— B Oxidacion peroxisomal —l
22:5n-6 22:6n-3

Fig. 1.13. Ruta de sintesis del AA [20:4 (n-6)PA[20:5 (n-3)] ¥y
DHA [22:6 (n-3)] a partir de los acidos grasos laico [18:2 (n-6)] y
linolénico [18:3 (n-3)].
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La contribucién del DHA y el EPA, como constituyemntde los fosfolipidos de
membranas puede variar entre tejidos. Se ha vestejpmplo, que los huevos (Watanabe et
al., 1984; Mourente y Odriozola, 1990a,b; Harelakt 1994; Rodriguez et al., 1998b;
Almansa et al., 1999, 2001a; Izquierdo et al., 2004l esperma (Tinoco, 1982; Labbe et al.,
1991; Martin, 2003) de peces, asi como en membnamasales y visuales, el DHA esta
presente en mucha mayor concentracion que el ERfyé8t et al., 1997). El DHA juega un
papel fundamental en el desarrollo de estos sistesmavertebrados y algunos trabajos
relacionan la presencia de éste acido graso coéptina actividad enzimatica de las
membranas (Mallampalli et al., 1994; Vaidyanathtaal.e¢ 1994; Cahu et al., 2000).

En los peces marinos se ha demostrado que, adeehasivdl de requerimiento
absoluto de estos acidos grasos, también es imporéh balance existente entre ambos o
relacion DHA/EPA. Varios trabajos relacionan estdabce con el buen crecimiento y
supervivencia de larvas y alevines de peces margooso la dorada Sparus auratp
(Mourente y Tocher, 1993; Izquierdo, 1996; Ibeaalgt1l997; Reitan et al., 1997; Rainuzzo
et al., 1997; Rodriguez et al., 1994, 1997, 19%4 et al., 2003a; Skalli y Robin, 2004;
Jerez, 2006). Esto puede explicarse por las irtenaes competitivas que existen entre estos
dos acidos grasos a la hora de incorporarse alifusfus, y especificamente, por la
competencia entre las enzimas que esterificancidesgrasos en esta clase lipidica (Sargent
et al., 1999).

Hay que destacar que existe un importante esfugrzestigador para intentar
establecer los niveles dietarios 6ptimos de DHARAEen peces de cultivo (Koven et al.,
1989, 1990, 1992; Mourente et al., 1993; Rodrigeteal., 1993, 1994, 1998b; Ibeas et al.,
1994, 1996, 1997; Izquierdo, 1996; Reitan et &971 Rainuzzo et al., 1997; Sargent et al.,
1999; Skalli y Robin, 2004; Villalta et al., 2005%¢rez, 2006; Vagner et al., 2007), sin

embargo el esfuerzo ha sido muy inferior a la liwdijar los requerimientos de AA. Esto
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resulta sorprendente ya que este acido graso ewlafte en tejidos de peces salvajes
(Grigorakis et al., 2002; Bell y Sargent, 2003; &3e¢t al., 2003a; Rodriguez et al., 2004;
Fernandez-Jover et al., 2007; Mnari et al., 200teP et al., 2007) y tiene un importante
papel fisioldgico a nivel celular. Varios estudiesientes han analizado su implicacién en el
buen desarrollo y en la pigmentacion de los peeesuttivo (Castell et al., 1994; Bell et al.,

1995, 1997; Navas et al., 1997; McEvoy et al., 9®essonart et al., 1999; Estévez et al.,
1999, 2001; Copeman et al., 2002; Bell y Sargedd32Villalta et al., 2005b).

El AA posee una funcién vital como principal presar de una amplia variedad de
componentes bioldgicamente activos conocidos ejugtincomo eicosanoides, que incluyen
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (Fit@)l(Tocher y Sargent, 1987; Bell et al.,
1994; Sargent et al., 2002; Tapiero et al., 2004t B Sargent, 2003; SanGiovanni y Chew,

2005).
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Fig.1.14. Estructura de ciertos eicosanoides.

Todos los tejidos producen eicosanoides, los cuatessienen en una gran variedad
de funciones fisioldgicas como la osmorregulacifumciones cardiovasculares, respuesta
inmune, control neural y funcionamiento del sisteg@oductivo (Sargent et al, 2002).

A través de su conversion en eicosanoides, el Aénirene en un amplio rango de

funciones fisiolégicas en los peces en generall B&8argent, 2003), ejerciendo un papel
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relevante en el crecimiento y desarrollo de pecasnms (Castell et al., 1994; Bessonart et
al., 1999).

El EPA también juega un importante papel en la &midn de eicosanoides, sin
embargo, éstos son biolégicamente menos activodoguderivados del AA (Sargent et al.,
1999). EI EPA compite con el AA por la formacion deosanoides, desempefiando el
primero, un papel modulador sobre la cantidad gaefa de estos compuestos derivados del
AA (Bruce et al., 1999), de ahi, la importanciacdesiderar también la relacion AA/EPA en
los piensos para peces marinos (McEvoy et al., 4;988tévez et al., 1999, 2001; Bell et al.,
2003a).

Ademas del importante papel fisiolégico que desdrapealgunos acidos grasos, una
caracteristica comun a todos ellos es el papalatgtal que desarrollan, formando parte de
todos los lipidos excepto del colesterol.

De este modo, podemos encontrarlos formando partéogl Lipidos Polaresque

pueden disolverse parcialmente en agua y que paseefuncion eminentemente estructural;
dentro de los cuales se encuentran los fosfolipekigigolipidos y glucolipidos.

Los fosfolipidos son el principal grupo de lipidpselares. Derivan de un &cido
fosfatidico (un glicerol fosfato esterificado comsdacidos grasos de cadena larga), que se une
por el grupo fosfato con otros grupos quimicos .(Hid5a). Lo comin en estas clases
lipidicas es que posean un acido graso saturadmtyog normalmente en posicién sn2, con
alguna insaturacion (Fig. 1.15b). En algunos tgjidie peces como la retina, abundan
fosfolipidos diesterificados con moléculas de DHpargent et al., 1993). Los fosfolipidos se
nombran con el prefijo fosfatidil seguido del nomblel derivado aminado o polialcohol con
el que se wune. Asi, tendremos fosfatidilcolina, fdtidilserina, fosfatidilinositol,

fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol y difogfdilglicerol o cardiolipina.
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Fig. 1.15. a.- Grupos quimicos que componen laafmblcolina. b.- Estructura tipica de un
fosfolipido de membrana.

A los acidos grasos también los encontramos formaadte de los Lipidos Neutros
los cuales son hidrofobos y no contienen grupoarpslen su estructura. Entre ellos destacan
los triacilglicéridos, formados por una moléculagtieerol esterificada con tres acidos grasos
y cuya funcion principal es la de reserva energétkig.1.16). También encontramos los
monoacilglicéridos y los diacilglicéridos, en cugaso son 1 60 2 las cadenas de acido graso
que se unen al glicerol para formar la moléculagadésterol, un importante esteroide que
forma parte de las membranas celulares y que neep@sdos grasos en su estructura y los

ésteres de esterol que comprenden a los éstecededierol y esteres de ceras.

glicerina

H

9
TSI AVAVAVAVAVAVAN

Triacilglicérido

| dcido graso

Fig. 1.16.- Estructura tipica de un triacilglicérid
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Teniendo en cuenta la abundancia de acidos gmsatifados presentes en todos los
tejidos de los peces y que son sustratos facilmmritables, ésta oxidacion podria afectar a
la estructura de las clases lipidicas y, por ltotaal perfil caracteristico que pudiera existir en
un estado de equilibrio oxidativo dentro del orgar. Esta es la razdn por la que en la
presente memoria se ha procedido a analizar nda@lmloracion y el perfil de carotenoides,
sino también el perfil lipidico de la piel de ejdamps de bocinegro alimentados con dietas
carentes o suplementadas con distintas fuentegelenide carotenoides, esto es, estudiando
tanto la composicién en clases lipidicas como @pagrasos.

Asimismo, para evaluar la posible actividad antlaxite que pudieran desarrollar
estos pigmentos suministrados en la dieta, se d@eg@ido a analizar el nivel de peroxidos
lipidicos presentes en dichas muestras, al tiemyp® @ conjunto de resultados se ha
relacionado no solo con la fuente y dosis de cacide suministrada a los ejemplares de
cultivo, sino también, con los niveles y las fornga$micas de los carotenoides depositados

en su piel.

1.5 Los carotenoides y la acuicultura

Gran variedad de carotenoides, tanto sintéticosocoaturales, son utilizados en
acuicultura en la actualidad, encontrdndose sudusctamente vinculado con el intento de
lograr la correcta coloracién del producto acuicdlsi por ejemplo, la pigmentacién rojiza
caracteristica del musculo de los salmoénidos es dendos parametros mas importantes
relacionados con la calidad del producto finaluygndo en cuanto a la aceptacion del mismo

en el mercado. De hecho, el consumidor llegaaziaiar la intensidad del color del musculo
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del salmon con caracteristicas tales como la frastel producto, un mejor sabor del mismo,
una mayor calidad y un precio superior en el maer¢amderson, 2000).

Teniendo en cuenta estos aspectos, no es de exqradiaxista un importante esfuerzo
investigador centrado en la busqueda de fuenteard¢éenoides que sean capaces de producir
una correcta pigmentacion, al tiempo que resultamables.

Tal y como se ha comentado al comienzo de la pireesaemoria, los animales,
incluidos los peces y crustaceos, son incapacesndietizar carotenoidede novo asi que
resulta necesario suministrarles estos pigmentda dieta (Goodwin, 1984). Sin embargo,
no siempre hay que formular los tratamientos dwmgarcon los carotenoides que los
organismos van a depositar en sus tejidos, ya dpréas especies de interés acuicola
(crustaceos, peces omnivoros y herbivoros) sonceapae transformar y depositar
carotenoides ingeridos como [lcaroteno o la zeaxantina, en otros como la asti@mean
(Simpson et al., 1981; Castillo et al., 1982; Sahi@998). No sucede lo mismo en especies
de peces carnivoras como los salmoénidos y la dgapdaesa, incapaces de transformar otros
carotenoides en la astaxantina que depositan emustulo y la piel, respectivamente
(Simpson y Kamata, 1979; lbrahim et al., 1984, &iti1998). Dado que la astaxantina
representa en torno al 80% de los carotenoidegmessen el musculo de los salmonidos en
su medio natural (Shahidi, 1998), no sorprende logie condiciones de cultivo sea el
carotenoide mas comunmente usado para pigments especies (Torrissen et al., 1989,
Storebakken y No, 1992).

En la actualidad, la fuente de astaxantina masaidagy empleada en acuicultura es
la sintetizada por los laboratorios Hoffman La Rsdhnecientemente adquiridos por la
compafia DSM) y comercializada con el nombre deo@adl® Pink. En este producto, la

astaxantina (con un contenido minimo del 8%), segnta en su forma libre o no esterificada
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(no posee acidos grasos unidos a su estructur@igilento es elaborado mediante sintesis
guimica y se comercializa como un conjunto de madécembebidas, junto a antioxidantes,
en una matriz de carbohidratos y gelatina, la euall vez, se encuentra protegida por una
cubierta disefiada para que el producto sea establel extrusionado de las dietas. De hecho,
debido a la buena solubilidad que posee el CartpRyhk es posible afiadirlo en el pre- o en
el post-extrusionado. El disefio que posee estadudm astaxantina permite que exista un

equilibrio entre esta estabilidad y la digestila@tidque debe poseer el producto.

(b) Astaxantina
e emulsionada
s e D en
- in w g e antioxidantes
(a) e e . ® ..{ \ -
- [ R N Matriz de
‘ [y + ™  carbohidratos
SO = y gelatina

CAROPHYLL'

}m

CAROPHL,
pink

Almidén

Fig. 1.17. a.- CarophyllPink afiadido a piensos acuicolas. b.- Estructaspgcto del producto.

Aunque la forma comercial mas conocida sea el ®gitSpPink, existen otras formas
de astaxantina sintéticas en el mercado como Iaeroializadas por BASF Fine Chemicals
bajo el nombre de LucanfirPink (astaxantina al 10%), Lucarftifink CWD (al 10%, para

su uso post-extrusionado) y LucafitiPink CWD 20% (al 20%, para su uso post-

extrusionado).
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Asimismo, existen otras fuentes alternativas dexasttina de origen natural en el
mercado, entre las que hay que destacar crustdesasluras comd’haffia rhodozymay
algas comddaematococcus pluvialis

En los crustaceos, que constituyen la fuente Hater@igmentos para los salménidos
en su medio natural, la astaxantina en su fornma, lsterificada o formando complejos con
proteinas, es el carotenoide mas abundante (Mey@€2l). Numerosos estudios avalan la
eficiencia de la astaxantina presente en los @esta como fuente pigmentante de
salmoénidos de cultivo, asi, incorporando organisrtades como el langostind?enaeus
japonicus(Saito y Regier, 1971; Choubert y Luquet, 1988pépodosCalanus finmarchicus
(Lambertsen y Braekkan, 1971), langostilRleuroncodes planipe§Spinelli et al., 1974;
Spinelli y Mahnken, 1978; Coral-Hinostroza et 2098), el krill, Euphasia sp(Lambertsen y
Braekkan, 1971; Mori et al., 1989, Scott el al.94pPy el acocil,Procambarus clarkii
(Omara-Alwala et al., 1985), a las dietas de estpgcies, en su forma fresca o deshidratada,
se ha comprobado que es posible obtener difergméets de pigmentacion del muasculo
(revisado por Ingle de la Mora, 2002).

En cuanto a la levaduf@haffia rhodozymalas cepas procedentes de la naturaleza
producen entre 200-400 rkg”’ de astaxantina, mientras que las cepas que aemi@mnse
comercializan, estan modificadas genéticamente qaeaproduzcan hasta 8.000 -kyy* de
este carotenoide, que se presenta en estos miamsmgps en su forma quimica libre o no
esterificada. Una de las formas en las que actudémse comercializa esta levadura en el
mercado acuicola es el producto Ecofomte la compafiia ADM, que incluye 5.000-kug
de astaxantina.

Asi como estos organismos producen hasta un 0,8 84 geso seco de astaxantina, el

alga Haematococcus pluviali€s capaz de producir de forma natural, sin mauiitn
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genética, entre 15.000 y 40.000-kyy de astaxantina, es decir, entre 1,5 y 4 % de so pe
seco (Lorenz, 2000; Lorenz y Cysewski, 2000; Guetial., 2003).

Dicha alga pertenece Bhylum Chlorophyta se caracteriza por presentar color verde
y motilidad cuando las condiciones son favorab$as,embargo, cuando los nutrientes son
escasos, es sometida a un exceso de radiacion ld¥ condiciones en general se tornan
desfavorables, las células pasan al estado de @stel que pueden permanecer durante afios
y durante el cual acumulan astaxantina para prtegee la luz UV y de la oxidacion
(Goodwin y Jamirkon, 1954; Borowitzka et al., 19%gng y Lee, 1991; Boussiba et al.,
1992; Fan et al., 1994; Lorenz, 2000). La astaranse presenta en el algaematococcus
pluvialis principalmente en su forma esterificada, siendooxamadamente el 70%
monoésteres (una molécula de acido graso unidastdaantina en su posicion C3 o C3"), el
25% diésteres (dos moléculas de acidos grasoseseaula astaxantina en los carbonos C3 y

C3"), y el 5% restante astaxantina libre (Lorei@ygewski, 2000; Tejera et al., 2007).

(b)

Fig. 1.18. a.- Células vegetativastdaematococcus pluviali®.- Cistes que depositan
astaxantina en condiciones desfavoraflesenz y Cysewski, 2000).
La presencia de pared celular tanto en la levadorao en el alga, dificulta la
disponibilidad de la astaxantina por parte de lgmiwismos que son alimentados con dietas

suplementadas con estas fuentes y éste es una geincipales obstaculos a los que se ha
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enfrentado la biotecnologia en los ultimos afiosellraso dé’haffia rhodozymgda industria

ha desarrollado medios para liberar la astaxant@es como: la optimizacién de las
condiciones de secado de la levadura, la roturémieg de la pared celular y el tratamiento
enzimético (hidrdlisis de la pared celular usandepprados enzimaticos dBacillus
circulang, a fin de mejorar la disponibilidad del pigmep#ra su uso en la industria acuicola
principalmente (Johnson, 2003). En el casdéldematococcus pluviali®ste problema puede
solucionarse si se tiene en cuenta que los cisteden regresar a su estado original si las
condiciones se tornan de nuevo favorables. En d&dtado, el alga no necesita de la
existencia de pared celular que es degradada éueate proceso denominado germinacion.
De hecho, si se afiade nitrato al medio, duranteiimseras 24-48 horas del proceso de
germinacion, existe un incremento de la dispomiadi de la astaxantina sin que se pierda una
cantidad importante de este carotenoide, que porlato esta en exceso y, por tanto, no se
deposita cuando las células tienen sus requeriosenitbiertos (Fabregas et al., 2003).

Tanto la levadur&haffia rhodozymaomo el alggHaematococcus pluvialisan sido

ensayadas en numerosas ocasiones como fuentesxinéiaa para pigmentar el musculo de
salmonidos (Johnson et al., 1980; Sommer et a@1,19992; Choubert y Heinrich 1993;
Sanderson y Jolly, 199&houbert et al., 2006). Los resultados muestramueraor eficiencia
de dichas fuentes, si se comparan sus efectosacastdxantina sintética o Caropfyaiink.
Los menores niveles de deposicion de dicho carmtendtilizando estas fuentes naturales,
podrian deberse a una ruptura incompleta de latparcelulares de ambos organismos, lo
que influiria en el nivel de astaxantina disponitéga pigmentar a los pecg&ommer et al.,
1991, 1992; Choubert y Heinrich, 1993; Storebakétesi., 2004).

Diversos estudios llevados a cabo para pigmentas organismos de interés acuicola,

ponen de manifiesto el alto potencial que posedgaelHaematococcus pluvialisomo fuente
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de astaxantina. Asi, en dorada japon€daysophrys majgr un esparido que debe el color
rojizo de su piel a la deposicién del carotenoid&eantina en su forma quimica diester
(Katayama et al., 1965; Tanaka et al., 1976; lonagii al., 1984; Nakazoe et al., 1984), se ha
comprobado que la adicion de esta fuente de adiaaame buenos resultados en cuanto a
coloracién de la piel (Guerin y Hosokawa, 2001).

Asimismo, existen referencias de su uso en elvoultie crustaceos (Chien y Shiau,
2005) y de peces ornamentales (Ako et al., 200Qiv€ia et al., 2003). Estudios recientes,
incluyendo el presente, avalan su uso para suplameietas para bocinegrBdgrus pagrus
(Tejera et al., 2003, 2005, 2007; Chatzifotis et2005; Tejera et al., 2007), lo que hace que
esta alga se haya convertido en una promesa eereddo de las fuentes de carotenoides para
acuicultura.

Entre las compafiias que actualmente comercializia alga para su uso en
acuicultura destacan los laboratorios Cyanotechwfils que producerHaematococcus

pluvialis a escala industrial y la comercializan bajo ehhre de Naturose

Fig. 1.19. Vista aérea de la Corporacion Cyanotechla que se
observan sus sistemas de cultivo del #lgamatococcus pluvialisn
Kailua-Kona, Hawaii. Los distintos colores de lostamques se
corresponden con los distintos estadios por los ppsa el alga
durante su produccion.
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Llegados a este punto, cabe destacar que aun@stabantina es el carotenoide que
posee mas importancia en la industria acuicolagsie@l Unico que se utiliza, y existen
diversas experiencias que tratan de buscar alteseaén cuanto a tipos de carotenoide y
fuentes de las que extraerlos. Asi por ejemploaldtaxantina, es un carotenoide que fue
aislado por primera vez de la s&@antharellus cinnabarinug que ha sido utilizado durante
afos por la industria salmonera, s6lo o en comhbinamon astaxantina (Bjerkeng, 2000). Si
bien es cierto que los salménidos pigmentados @@ocantaxantina poseen una coloracion
en el masculo algo mas amarilla que los del medtaral (Skrede y Storebakken, 1986), su
uso combinado con astaxantina parece proveer atultige los salménidos de un mayor
nivel de carotenoide total y, por tanto, de unaomejoloraciéon (Torrisen, 1989). Este
carotenoide ha sido empleado en la presente y ras otvestigaciones para suplementar
dietas para bocinegrdPégrus pagrus no obteniéndose buenos resultados en cuanto a
pigmentacion de la piel se refiere (Tejera, et2dlQ5; Kalinowski et al., 2005).

En la actualidad, la forma mas comun en la quenseentra este carotenoide en el
mercado es la sintetizada y comercializada bajmeibre de CarophyliRed de laboratorios
Hoffman La Roche (actualmente DSM), aunque taml@énposible encontrarla bajo el
nombre de Lucantfh Red o Lucantifi Red CWD (para su uso post-extrusionado),
comercializada por BASF Fine Chemicals.

Existen otras fuentes de carotenoides en el memaese encuentran aun en fase de
investigacion, tal es el caso de la papg&apsicum annumyica en el carotenoide capsantina,
que ha sido probada con relativo éxito en el coltie salmonidos (Vernon-Carter et al., 1994;
Yanar et al., 1997; McEvoy, 1998b; Akhtar et a@99) y, con mejores resultados, en la carpa
roja (Cyprinus carpio L. 1758) (Morimoto et al., 1989) y en la carpa dlargCarassius

auratus L. 1758)(Tsushima et al., 1998; Vassallo-Agius et al., 30Curiosamente, el uso

34



de paprika como suplemento dietario en reprodestale medregal del JapéSetiola
guinqueradiata Temminck & Schlegel 1845) ha dado mejores resutamtocuanto a calidad
de las puestas se refiere que el carotenoide asitaxaa pesar de las multiples funciones y
efectos beneficiosos que se le atribuyen a estedi(iVassallo-Agius et al., 2001).

Otra fuente natural de carotenoides con la queaserdalizado experiencias en lo
referente a la pigmentacién son los pétalos deddhti(Tagetes erecla que presentan un
contenido de un 88% de ésteres de luteina. EstudieBzados en trucha arcoiris
(Onchorhynchus mykisdValbaum 1792) han demostrado que es posible pigmesit
musculo de estos peces utilizando esta fuenterdéeoaides en la dieta, si bien la coloracién
obtenida es mas amarilla que la que se obtienemgpitando la dieta de los ejemplares con
astaxantina comercial o con paprika (Yanar et 2007). Un resultado similar se ha
observado en la piel y en la base de las aletéstilapia del Nilo Oreochromis niloticusL.
1758), al utilizar esta fuente de luteina como emginto pigmentante (Boonyaratpalin y
Unprasert, 1989; Ponce-Palafox et al., 2004), siha¥go, su uso en crustaceos ha tenido un

resultado satisfactorio (Goger et al., 2006).

Fig. 1.20. a.- Flor d@agetes erectab.- Luteina esterificada, forma quimica en la que
se presenta este carotenoide en los pétalos lbe.la f

Las microalgasSpirulina sp, Dunaliella salinao Chlorella vulgaris se presentan

también como fuentes con alto potencial pigmentantel mercado de los carotenoides.
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El algaSpirulina sp ha sido ensayada con éxito en crustaceos (Ch&mau, 2005).
Los buenos resultados obtenidos probablementeeresid el hecho de que esta cianofita es
rica en los carotenoides zeaxantinp-garoteno (Soejima et al., 1980; Liao et al., 19883
cuales pueden ser transformados por estos orgamismia astaxantina que finalmente
depositan en sus tejidos (Shahidi., 1998). El wséadpirulina también ha dado resultados
positivos, en cuanto a pigmentacion se refierqgemes ornamentales (Ako et al., 2000) y en
el cocinero Caranx vinctusJordan & Gilbert 1882) (Okada et al., 1991). Sirbargo, en la
trucha arcoiris@nchorhynchus mykisgo se logré obtener buenos resultados utilizasda

fuente de carotenoides (Choubert, 1979).

Fig. 1.21. a.- Aspecto de Bpirulina sp al microscopio; b.Spirulina sp en la
naturaleza, c.- Cultivo a gran escala de esta fitano

El alga Dunaliella salina se caracteriza por acumular grandes cantidades del
carotenoidep-caroteno, lo que la convierte en un recurso istere®e no soélo para la

acuicultura, por su administracion directa en latad destinadas a los organismos de cultivo,
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sino también, desde el punto de vista biotecnotjgior servir de fuente de este carotenoide
a escala industrial. Su utilizacion para suplenrediatas de crustaceos ha tenido éxito
(Sommer et al., 199oonyaratpalin et al., 2001), por el mismo motivar @l que la

Spirulina ha dado lugar a buenos resultados en estos amyzs)i®s decir, por su capacidad

gue poseen para transformapalaroteno a astaxantina (Shahidi, 1998).

— ] 1"'
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Fig. 1.22. a.- Aspecto dBunaliella salinaal microscopio; b.- Produccién de esta alga a gran
escala

El cultivo de otras microalgas comoGChlorella vulgarispara su empleo como fuente
de carotenoides se encuentra todavia en sus faisedels, si bien es cierto que existen
experiencias realizadas en peces (Gouveia et%lg;11997; 1998; 2002; 2003), que avalan

el continuar investigando sus posibles usos ercaltuia.

Fig. 1.23. Aspecto d€hlorella vulgaris
al microscopio
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La busqueda de fuentes alternativas capaces depignorganismos acuicolas es un
campo en expansion que ofrece multiples oportuesi@dra la investigacion. En la presente
memoria el probar distintas fuentes y niveles deteaoides ha sido uno de los enfoques con
el que hemos pretendido abordar el problema depigaientacion que presentan los
ejemplares de bocinegr®dgrus pagrusde cultivo. Aunque la coloracion de la piel e® un
de los pardmetros que mas afectan a la hora dercialimr esta especie, teniendo en cuenta
el importante papel protector desarrollado porcl®tenoides en la integridad de los lipidos
de membrana, nuestra investigacion aborda tamlsgactos relacionados con este efecto

protector frente a la oxidacion lipidica.
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2. Objetivos

Objetivo general

El objetivo general de esta memoria es estudiainfuencia del aporte de
carotenoides en la dieta, sobre la pigmentaciomlenes de bocinegrd?égrus pagrus
mantenidos en cautividad, en tanques y jaulas emafiatantes.

Teniendo en cuenta que los carotenoides en peoespla estan implicados en la
pigmentacion, sino que protegen contra la autoxidadipidica y cumplen funciones
especificas en el metabolismo, se pretende evadamas, como afectan estos pigmentos a

la composicion lipidica de la piel, y al desarrakeneral de los alevines de bocinegro.

Objetivos concretos

Para la consecucién del objetivo general, se plalateealizacion de 4 experimentos
de engorde de alevines de bocinegro, en los qususenistraron dietas con contenido

variable de carotenoides.

En el experimento 1se pretendié evaluar si la astaxantina esteréiqgaésente en el
camaron Plesionika sp era capaz de pigmentar la piel de bocinegrogenalos en tanques.
Asimismo, se determiné el efecto de la astaxardiataria sobre el desarrollo, el contenido

total de carotenoides y la composicion lipidicdadearcasa.
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En el experimento 2se estudi6 el efecto de distintas fuentes de astizva: natural
(el algaHaematococcus pluvialisomercializada como Naturosg y sintética (Carophyfl
Pink); la forma quimica en la que este pigmentprssenta en dichas fuentes (esterificada o
libre); y distintos niveles suministrados (25 y B® de astaxantingg™ de dieta), sobre
varios parametros: desarrollo, pigmentacion, pm@aemle astaxantina y sus derivados
metabdlicos, presencia de peréxidos lipidicos ypmsition lipidica de la piel de ejemplares

de bocinegro mantenidos en tanques.

En el experimento 3se determind el efecto de la inclusion de dosis bagas de
astaxantina (8 y 16 migy® de dieta), procedente de distintas fuentes: natfglalalga
Haematococcus pluvialisomercializada como Naturosgy sintética (Carophyil Pink), asi
como de distintos niveles de cantaxantina (25 yng&g™” de dieta, CarophyilRed), sobre
varios parametros: desarrollo, pigmentacion, pm@aemle astaxantina y sus derivados
metabolicos, presencia de peréxidos lipidicos ypmmsition lipidica de la piel de ejemplares

de bocinegro mantenidos en tanques.

En el experimento 4se evaluo el efecto de los distintos sistemas llie@((tanques y
jaulas marinas flotantes) sobre: el desarroll@i¢gmentacion, el contenido de astaxantina y
sus derivados metabdlicos, la presencia de pergipialicos y la composicion lipidica de la

piel, en bocinegros alimentados con una dieta eugiéada con astaxantina.
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2. Miatzrial y Viztodes

3.1 Produccién de alevines

Los alevines de bocinegrddgrus pagruslL.) utilizados en todas las experiencias
fueron obtenidos en la Planta Experimental de @gdtMarinos del Centro Oceanografico de
Canarias mediante la tecnologia Mesocosmos, a plartiotes de reproductores mantenidos
en las instalaciones del citado organismo. Estaotegia esta basada en sistemas de cultivo
cerrado, cuyo volumen de agua puede oscilar engrQl000 m3; en los que se desarrolla un
ecosistema pelagico constituido por multiples eggede alimento natural, relacionados en
cadena: fitoplancton, zooplancton y predadores,squerepresentados por las postlarvas de
peces a alimentar.

El mesocosmos, a pesar de no ser facil de mamgeece una excelente alternativa
para incrementar la calidad y supervivencia dddess, dado que proporciona a estas, gran
cantidad y variedad de presas pequefias de excegleriie bromatolégico en cuanto al
contenido de &acidos grasos poliinsaturados y amidog se refiere. Las condiciones
medioambientales del sistema de mesocosmos eg&dassal clima local donde se instale y
el sistema puede ser mejorado incluyendo diferezgpscies a lo largo de un ciclo anual. La
productividad del mismo esta determinada por lgaanicial y por el nivel de aportes
exdgenos de nutrientes. Las postlarvas de pecesotmradas en el sistema de mesocosmos
cuando la densidad de presas ha alcanzado nivetepiados o, de ser necesario por las

condiciones de manejo, los organismos cultivadosses tipo de sistema son colectados con
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periodicidad, seleccionados por tamafio y sumimegoosteriormente a las postlarvas de

peces que se encuentran en tanques separados éPaét 2006).

3.2 Elaboracion de dietas

En el primer experimento, la dieta basal (B) uidia fue una dieta comercial para
dorada de la empresa de piensos TROUW Espafia Sehtras que en el resto de las
experiencias llevadas a cabo en la presente menlariampresa BIOMAR S.Aue la
encargada de manufacturar los distintos tratansedigtarios, los cuales fueron elaborados a
partir de una dieta basal (B) comercial para doradsiando so6lo el nivel y fuente del
carotenoide afiadido. Los piensos elaborados fuahmracenados en camaras a 18°C y
protegidos de la luz hasta el momento de su utitira

En cada experiencia se realizé un analisis dei¢édasdcon el fin de comprobar que la

composicion y el nivel de carotenoide se ajustalagpeevista en el disefio experimental.

3.3 Toma de muestras

Tras 4 meses de alimentacion, los peces fueronifisados mediante shock
hipotérmico, extrayéndose a continuacion las maestnecesarias para los analisis
bioquimicos. En el primer experimento los analssdlevaron a cabo en la carcasa (seccion
de tejido muscular y piel), mientras que en elorést las experiencias se separo el musculo de

la piel para analizar esta ultima de forma aislaflafin de separar ambos tejidos, fue
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necesario utilizar bisturi y pinzas, limpiando masestras de piel mediante raspado de su cara

interna para evitar que arrastraran restos deotajigscular o grasa subcutanea.

Una vez tomadas las muestras, éstas fueron inrapuiate colocadas en viales
plasticos etiquetados y congeladas en nitrdgenauididg siendo conservadas en
ultracongelador a —80°C hasta el momento de disisna

Todos los aspectos concretos concernientes al mamémto de los peces y a las
condiciones experimentales son detallados para oxj@erimento, en el apartado

correspondiente.

3.4 Andlisis Bioquimicos

Los analisis se llevaron a cabo en el laboratore Fisiologia Animal del
Departamento de Biologia Animal de la Universidad.d Laguna.

En las dietas se analizaron los niveles de astagardsi como los contenidos de
humedad, lipido total, clases lipidicas y acid@sgs.

En todas las muestras de carcasa o piel se amdlzmntenido total de carotenoides.
En los experimentos 2, 3 y 4 se analizO ademasrél ge los carotenoides presentes en la
piel, esto es, el tipo y porcentaje en el que sei@mra cada carotenoide en este tejido, asi
como el contenido total de astaxantina. Del mismadaon el analisis de los niveles de
peroxidos lipidicos de las muestras de piel fueallia a cabo también en las 3 ultimas
experiencias.

En todos los experimentos se determinaron los na@hie de humedad, lipido total y
el perfil de clases lipidicas del lipido total. mssmo, se determind la composicion en acidos

grasos del lipido total y de los triacilglicérid@n el primer experimento se aislaron las clases
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lipidicas fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamindel lipido de la carcasa para evaluar su
composicidon en acidos grasos, no asi en el restasdexperiencias, en las que a la vista de
los resultados del primer experimento, se deterraimperfil de acidos grasos del conjunto de
los lipidos polares.

A continuacién se presenta un cuadro resumen danl@iésis bioquimicos llevados a

cabo en cada experiencia (E):

| Experimentos |E1|[E2 |[E3 |[E4 |
| Carotenoides |
| Contenido total X [ x || X || X |
 Perfi L X X x|
| Total Astaxantina I I X || X |[ X |
Peroéxidos Lipidicos X X X
Lipido total X X X X
Humedad X X X X
Clases lipidicas X X X X
| Acidos Graso: |
| del Lipido total I X || X |[ X || X |
| de los Triacilglicéridos || X || X |[ X |[ X |
de la fosfatitidcolina y X
fosfatidiletanolamin
| del total de Polares | Il X |[ X || X |

Fig. 3.1. Esquema de los analisis realizados pper@axento.
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3.4.1 Andlisis de Carotenoides

La extraccion de carotenoides se realizo siguiegldmétodo descrito por Barua y
colaboradores (1993). A tal fin, muestras de carcapiel, de aproximadamente 1g de peso,
fueron homogeneizadas con etil acetato/etanol (1@ v/v) y centrifugadas a 1.500 rpm
(402 g), durante 2 min; siendo el sobrenadantevdsaslo a un tubo limpio. El pellet fue
rehomogeneizado en etil acetato (5 ml) y centriflogauevamente, siendo el sobrenadante
obtenido, afiadido al sobrenadante anterior. Finakenel pellet fue rehomogeneizado en 10
ml de hexano y centrifugado, por ultima vez, corabdo el sobrenadante resultante con los
dos anteriores. Esta mezcla, producto de las waceiones consecutivas, fue evaporada
bajo atmosfera de nitrégeno, proceso tras el seamantuvo en desecador durante una hora.
Tras este periodo, se afiadio 2 ml de hexano c@)0d8% de BHT como antioxidante al tubo
que contenia el extracto ya seco y a continuacitrasvaso esta solucion a un tubo de
ultracentrifuga, para facilitar el centrifugado @QDO rpm (11.180 g), durante 5 min. Una
vez centrifugado, y tras filtrar el sobrenadantéizando una jeringa de cristal y filtros
comercializados para tal fin, se procedidé a realir@a lectura espectrofotométrica de la
solucion obtenida, utilizando un espectrofotom&nimadzu, UV-120-02, con la longitud de
onda fijada a 470 nm y con hexano (+BHT) como afssta lectura fue realizada en todos
los experimentos a fin de calcular la concentradérarotenoides presentes en las muestras.
En la primera experiencia, el resultado de estutdse tomo como valor definitivo de dicha
concentracién de carotenoides. Sin embargo, essttd de experimentos se empled solo para
conocer la concentracidén de las muestras antes ihgeccion en un cromatégrafo liquido de

alta presion (HPLC).
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De acuerdo con los protocolos cedidos por los &Ebdpbs Roche la formula para
calcular la concentracion de pigmento (astaxamtinantaxantina) presente en las muestras es
la siguiente:

[Carotenoide] pgg™ = [(Abs x 10.000)/ E1%, 1cm] x V/m

Donde:

Abs es la absorbancia de la muestra.

10.000es el factor de dilucion.

E1%, 1lcm es el coeficiente de extincion de la astaxargimdexano, o lo que es lo
mismo, la absorcién estandar de una solucién detar@ide al 1% (peso/volumen), en una
cubeta de 1cm de ancho a%%*en n-hexano. El valor gue toma para la astaxante@ida a
470nm e<2.10Q mientras que para la cantaxantina medida a 4&&#H260

V es el volumen final de la muestra tras su extéeca@iendo en nuestro caso 2ml.

m es el peso del tejido (g).

Aunque la unidad en la que se expresa este contamdla formula seaugg?,
nosotros transformaremos nuestros datangkg™.

Tal y como se ha comentado, la separacién y detamidin cualitativa de los
carotenoides y la cuantificacion de la astaxardméas muestras de los experimentos 2, 3y 4
se realiz6 mediante HPLC. Las muestras de los empetos 2 y 3 fueron analizadas en el
Instituto de Acuicultura Akvaforsk (Sunndalsgra, riddega), utilizando un equipo
cromatografico Shimadzu LC-10AS, conectado a ueater Photodiode array UV-Vis
(PDA) Shimadzu SPD-M6A y a un procesador ShimadBMc0a. Una columna de silica
gel tratada con $PO, (Hibar, LiChrosorb Si 60, con particulas de 5 naametro interno de
4 mm, longitud de 125 mm; Merck), fue seleccionpdea la separacion y analisis de los

extractos de pigmento, tal y como fue descrito Yecchi et al. (1987). La fase movil

46



Material y Hétodos

consistié en una mezcla isocratica de n-hexawetbaa (80:20 v/v), diariamente renovada, y
el flujo fue fijado 1,5 ml /min.

La inyeccion fue llevada a cabo mediante un autgtor Shimadzu SIL-10. La
longitud de onda del detector PDA se estableciéeef20 y 540 nm. Los picos obtenidos
fueron identificados por orden de elucion, tiemgoretencion y propiedades de absorcion,
con un estandar de astaxantina pura, de una coacént de aproximadamente 1,5
mgl™ (n-hexano/cloroformo, 95,5:4,5), siguiendo las dadiones propuestas por los
laboratorios Roche en sus catadlogos para el ahdlsiastaxantina en piensos. Todos los
cromatogramas fueron reintegrados (software Cl&HK0| Shimadzu, Japln) para ajustar la
linea base.

En el experimento 4, la separacion y determinacidlitativa de los carotenoides y
la cuantificacion de la astaxantina se analizarorldaboratorio de Fisiologia Animal del
departamento de Biologia Animal de la UniversidadLd Laguna (ULL), utilizando un
HPLC marca Jasco (Jasco Corporation, Tokyo, Japgn)pado con una bomba PU-1580 y
un detector PDA MD-1510/ 1515, y controlado por software de adquisicion y

procesamiento de datos.

Fig. 3.2. Imagen del equipo de HPLC propiedad ddla.
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En este caso, se utilizé un inyector manual Rhesayadelo 7725 (Rheodyne, CA,
USA), equipado con un loop de gDde capacidad por muestra. La columna seleccionada
fue una LiChrosorb Si 60, con particulas de 5 midnétro interno de 4 mm y longitud de
125 mm de la casa comercial Scharlab (Scharlab Bak¢celona, Espafia). El método
utilizado, es decir, tanto la fase movil, comolejd seleccionado y el resto de parametros
cromatograficos seleccionados, fueron idénticas aléscritos para las experiencias 2 y 3.

El calculo necesario para determinar la concertrade pigmento utilizando HPLC

se realiz6 de acuerdo a la siguiente férmula:

[Carotenoide] pgg™ = (Am x V x Abs x 10.000)/(mx AsqX E1%, 1cm)

En la que:

An es el area de los picos cromatograficos correspateli a los carotenoides en la
muestra.

V es el volumen final de la muestra tras su extéeca@iendo en nuestro caso 2ml.

Abs es la absorbancia del patron de astaxantina eldbaegun las instrucciones de
laboratorios Roche.

10.000es el factor de dilucion.

m es el peso del tejido (g).

Agges el area de los picos obtenidos al pinchar @hdat en el HPLC.

E1%, 1cm es el coeficiente de extincion de la astaxargimdexano, o lo que es lo
mismo, la absorcién estandar de una solucién detar@ide al 1% (peso/volumen), en una
cubeta de 1cm de ancho a%%*en n-hexano. El valor gue toma para la astaxantg@ida a

470nm e2.10Q mientras que para la cantaxantina medida a 4&&H260
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En el caso de existir isbmeros de astaxantina emukstra, serd necesario multiplicar
en la férmula el valor del &rea correspondieni@a del isémero 9z por 1,2 y el del isémero
13z por 1,3. Asimismo, si se determinara la ex@tedel isomero z de la cantaxantina, el
area correspondiente al mismo deberia ser muligidigor 1,3. La necesidad de realizar estos
calculos reside en que la respuesta cromatogrdécastos compuestos es menor a la que
posee la forma quimica mas comun en la que serpaesestos carotenoides en la naturaleza,

la forma all-E, o forma trans del compuesto.

all-E- astaxantina

He

HE

13z- astaxantina

astaxantina

LIH

Fig. 3.3. Isdbmeros quimicos mas importantes dstiantina.
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3.4.2 Andlisis de Peroxidos Lividicos

La determinacion de los perdxidos se realizdé segadificacion del método de

Shanta et al. (1994).

Antes de llevar a cabo el andlisis de las muessesealizo una recta de calibrado.
Para ello se utiliza una serie de concentracionesaentes de una solucion stock de Fe Il
disueltas en 10 ml de cloroformo: metanol (progorcr:1), a las que se les afiadeubde
una solucion de tiocianato de amonio preparadaO&b.3Al entrar en contacto ambas
soluciones se produce una reaccion colorimétrica,es medida espectrofotométricamente a
una longitud de onda de 500 nm, a los 5 minutokatier afiadido el reactivo. La pendiente
de la recta y la ordenada en el origen van a desdeecesarios en la determinacion de los
peroxidos de las muestras. La solucion stock déllFReecesaria para realizar la curva de
calibrado se obtiene disolviendo 0,5g de Fe engeiv50 ml de HCI 10N, a esta disolucién
se le afladen de 1 a 2 ml de(d al 30%, y se lleva a ebullicion. Una vez atemgarka
solucion, se le afiade,8 destilada hasta 500ml. De esta disolucién se tbmlque se
disuelve con cloroformo:metanol (7:3) hasta haaervalumen final de 100 ml, que sera

finalmente nuestra solucion stock.

Para el analisis de una muestra partimos de 10 entjpdio diluido en 10 ml de
cloroformo: metanol (7:1). Este lipido fue obtengiguiendo el protocolo de extraccion de
lipido total que se describe en el apartado 3Algstos 10 mg de lipido se le afiadenb0e
una solucion de tiocianato de amonio al 30% yub@e una solucion de Fell preparada

previamente (62,7 mg Fe21H,0/10 ml HCI 3,7%).
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La reaccién de color se produce al oxidarse ellFe Fe Ill por la accion de los
peroxidos lipidicos presentes en la muestra. EllIFeacciona con el tiocianato de amonio y

produce un color azul que se va intensificando digaeque la reaccién continda.

El blanco utilizado en la reaccion es la mezcld@enl de cloroformo: metanol (7:1)

con 50ul de la solucion de tiocianato de amonio ybde la solucion de Fell.

Siguiendo el mismo protocolo utilizado para realizarecta de calibrado, tras 5 min
desde el inicio de la reaccion, la muestra se fiemesa una cubeta de cuarzo y se mide su

absorbancia por espectrofotometria, a una longieudnda de 500nm.
El indice de peroxidos de la muestra (IP), vierdodaor la siguiente formula:

|P (meq OZ/kg muestra)z [ [(AbS m~ AbS b)'b)] /a] /(m X 55.845 X 2)

Donde:

Abs;, es la absorbancia de la muestra a 500nm.
Abs;, es la absorbancia del blanco a 500nm.
55.845es el peso atémico del hierro.

aes la pendiente de la recta patron.

b es la ordenada en el origen de dicha recta.
m es el peso de la muestra utilizada en g.

meq = miliequivalentes.
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3.4.3 Determinacion de Humedad

Se determind segun el Método Oficial de AndlisislaleAsociacion de Quimica
Analitica Oficial de Estados Unidos (AOAC, Horwiti980). El método consiste basicamente
en secar en una estufa a 110°C una cantidad caendeichuestral(). El proceso de secado
se detiene cuando el peso de la muestra se hasawe@EPf), calculandose el porcentaje de

humedad con la siguiente formula:

% H = ((Pi — Pf) / Pi) x 100

3.4.4 Andlisis del Lipido Total

Los lipidos totales fueron extraidos segun Chrigti@82), como modificacion del
método descrito por Folch et al. (1957). Muestras 500-1.000 mg de tejido fueron
homogeneizadas con cloroformo/metanol (2:1, v/v)onteniendo 0,01% de
butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidante. El gehte organico fue evaporado bajo un
flujo de nitrégeno y la muestra se mantuvo en skedador bajo vacio durante 5 horas. El

contenido de lipido total fue determinado gravicémente.

Los lipidos extraidos fueron redisueltos en clamfwmetanol (2:1, v/v) conteniendo
0,01% de BHT y guardados hasta su analisis a —2@r*@iales sellados con atmésfera de

nitrégeno.

La cantidad de lipido total presente en la mugsisle expresarse en porcentaje de su

peso fresco o0 mas comunmente, de su peso seca.(¥Eb.valor del porcentaje de lipido en
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peso seco se calcula a partir de los datos devlgmdoeso frescd4 p.f.) y del contenido en

humedad de la muestf® H), aplicando la siguiente formula:
% p.s. = (% p.f. x 100) / (100 - % H)

Con el fin de reducir el error analitico, la detaracion de los contenidos en humedad

y lipido total de cada muestra se realiz6 por daglb.

3.4.5 Determinacion de las Clases Lipidicas

Las clases lipidicas fueron cuantificadas por atografia en capa fina de alta
resolucién (HPTLC) (“High Performance Thin Layer r@matography”), mediante doble
desarrollo (Olsen y Henderson, 1989). Se usararagplde silica gel 60, de 10x10 cm x 0,2
mm de grosor de silice y sin indicador fluorescesteninistradas por Merck (Darmstadt,

Alemania).

Previamente a su uso, las placas se desarrollaréomda su longitud en una solucion
de dietil éter para eliminar las impurezas, y luéggron activadas en una estufa a 110 °C
durante media hora. Se aplicaron las muestras tile 20 y 30ug de lipidos totales, en la
base de la placa, en bandas de unos 2 mm. Pagsatallo de los lipidos polares se utilizo
una mezcla de metil acetato/ isopropanol/ clorot@drmetanol/ KCI 0,25% (25:25:25:10:9;
en volumen). Como mezcla de solventes para ladoBpneutros se us6 hexano/ dietil eter/

acido acético glacial (80:20:2; en volumen).

Las placas se pulverizaron con una solucion deatcetiprico al 3% en acido
ortofosforico al 8%, se quemaron en una estufa @ 4® durante 15 minutos, y se

cuantificaron en un densitometro Shimadzu CS-93Miadongitud de onda de 370 nm.
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Para la identificacion de cada clase lipidica serars estandares proporcionados por

SIGMA Co. (St. Louis, MO) y procedentes de huevadacalao de compaosicion conocida.

3.4.6 Separacion de clases lividicas para andlisis de dcidos grasos

Tanto los triacilglicéridos, la fosfatidilcolina fpsfatidiletanolamina de la carcasa en
el primer experimento, como los triacilglicéridokayfraccion del total de lipidos polares de la
piel, en el resto de experiencias, fueron separadpartir de los lipidos totales de dichos

tejidos, con el fin de determinar posteriormente@mposicion en acidos grasos.

Para ello, se coloco una fraccion del lipido to&lunos 2 mg de cada muestra en la
base de placas de cromatografia en placa fina (GeQjilica gel 25, de 20x20 cm x 25 mm
de grosor de silice y sin indicador fluorescent@nisistradas por Merck (Darmstadt,

Alemania).

En el experimento 1 realizamos un desarrollo ddippdos polares, a fin de obtener
separadamente las clases lipidicas fosfatidilcglifesfatidiletanolamina. Para ello, se realizo
un solo desarrollo de las placas utilizando unactaezle metil acetato/ isopropanol/

cloroformo/ metanol/ KCI 0,25% (25:25:25:10:9 eruwoen).

En todos los experimentos se analizo el perfildéod grasos de los triacilglicéridos,
que fueron aislados de las muestras de lipido, tatitizando un desarrollo simple de la TLC
con la misma proporcion y tipo de mezcla de sokemeutros que en el analisis de clases
lipidicas: hexano/ dietil éter/ acido acético emparcion 80:20:2, en volumen. De este
desarrollo, no solo se aislaron los triacilglicésdle la parte superior de la placa, sino que en

los experimentos 2, 3 y 4, también se obtuvo lecféen de lipidos polares del lipido total,
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fraccion que queda en la linea de aplicacion denlestra, debido a que la mezcla de

solventes neutros no permite arrastrar los lipjdares.

En todos los casos, para la correcta identificadeias bandas correspondientes a las
fracciones lipidicas ya separadas, se utilizé cpatodn, un extracto de huevas de bacalao de
composicién conocida, que fue aplicado en uno darlargenes de la placa para que tuviera

el mismo desarrollo que el resto de las muestras.

La visualizacién de las clases se realiz6 bajailtravioleta (365 nm) tras realizar una

tincion con 2’, 7',- diclorofluoresceina al 0,1 % metanol del 97% (w/v) (Christie, 1982).

A continuacion las bandas de silice fueron rascaddsibos de cristal y tratadas para

la obtencion de sus acidos grasos como se detatiatauacion.

3.4.7 Andlisis de Acidos qrasos

A partir de los extractos de lipido total, triatidgridos, fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y total de lipidos polares,abtuvieron los ésteres metilicos de acidos
grasos, para su identificacion y cuantificacion pammatografia de gases. Este proceso se
realiz6 sometiendo 1-2 mg del extracto correspandjea una transmetilaciéon por catalisis
acida, usando una solucion de acido sulfurico al (%) en metanol. Para asegurar la
disolucion de los lipidos neutros se afiadié 1mtaligeno a cada extracto de lipido total y
triacilglicéridos, previamente a la adicién de ddusion de sulfdrico en metanol. La reaccion
se llevd a cabo a 50°C durante 16 horas, en atraddéenitrégeno. Los ésteres metilicos de
acidos grasos asi obtenidos fueron purificados anéglidesarrollo simple por cromatografia

de capa fina (TLC), con una mezcla de hexanoll ditti/ acido acético (85:15:1 en volumen)
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y visualizados bajo luz ultravioleta (365 nm), tremalizar una tincion con 2’, 7’,-
diclorofluoresceina al 0,1 % en metanol del 97%v)w(Christie, 1982). Antes de la
transmetilacion se afadio el acido graso nonadeafbd:0) como estandar interno, en una

cantidad equivalente al 5% de los lipidos.

Los ésteres metilicos de acidos grasos, ya putd&afueron extraidos de la silice con
una mezcla de hexano/ dietil éter (1:1) y cuardas utilizando un cromatégrafo de gases
provisto de inyeccioron columny un detector de ionizacion de llama, bajo lasiisiges

condiciones operativas:

- Aparato: Shimadzu, modelo GC-14A

- Integrador: Shimadzu, modelo C-R4A

- Columna: capilar de silice fundida Supelcowa0 (30 m x 0.32 1.D.) (Supelco,
Inc., Bellefonte, USA)

- Gas portador: Helio

- Presién de los gases: HeKg/cnf, H, 0,55 Kg/cni, Aire 0,55 Kg/cr

- Temperatura: Inyector 50°@r{ column, Detector 250°C, Columna segun rampa
con las siguientes caracteristicas: temperatucalr60°C tasa de incremento de temperatura
39°C/min hasta alcanzar 150°C, seguida de tasanatemento de 2,5°C hasta alcanzar

temperatura final 230°C, que se mantiene duranteifddtos.
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-~

Fig. 3.4. Imagen del cromatdgrafo de gases progdieidala
ULL.

La identificacion de cada acido graso se llevo lzoaamediante la utilizacion, como
patron, de una mezcla de acidos grasos procedelgesin aceite de pescado bien
caracterizado y dos patrones (PUFA-3, C4-24) pmpoados por la casa comercial

BIOSIGMA.

3.5 Andlisis Estadisticos

Los datos de la presente memoria son expresados emdia + desviacion estandar.
Previamente a su analisis estadistico, fue necessiizar una transformacién a arcsoseno de

aquellos datos que estaban expresados como pgesenta

Se utilizé el test one-sample Kolmogorov—Smirnodirgp comprobar que los datos

seguian una distribucion Normal.

Tanto en el experimento 1, en el que se probardietas, como en el experimento 4,

en el que se probd una sola dieta, pero se hizecamparacion entre alevines de dos sistemas
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de cultivo (tanque y jaula), las diferencias etdie medias fueron establecidas tratando los

datos con una t-student.

En los experimentos 2 y 3, en los que los se poobéry 7 tratamientos dietarios,
respectivamente, se aplicé una ANOVA, utilizandadest estadistico de Levene. En caso de
que las varianzas resultaran homogéneas, el tesligtco utilizado para detectar diferencias
entre las medias de datos de los distintos tratdosedietarios fue el test de comparacion
multiple Tukey. Cuando los datos no seguian unarili€ion normal y/o no existia
homogeneidad de varianzas, el test estadisticacsahado a tal fin, fue el test Kruskall—-

Walllis, seguido, en su caso, del test de comparanidtiple Games-Howell (Zar, 1984).
En todos los test realizados fue considerado esizathente diferente p< 0,05.

En todas las experiencias los analisis estadistimyen llevados a cabo utilizando el
paquete estadistico SPSS, en sus distintas vessfoaesion 12.0, 13.0, SPSS Inc., Chicago,

USA.).

3.6 Materiales

Los solventes empleados en la extraccion de caniokes y lipidos, el desarrollo de
clases lipidicas y la separacion de acidos grdgespn suministrados por Panreac (Espafia).
El n-hexano empleado para resuspender las muestrearotenoides, asi como los solventes
empleados para su separacion por HPLC, fueron idbotede Merck (Darmstadt, Alemania).

La astaxantina empleada como estandar fue sunaidéspor Sigma (Biosigma, Espafa).
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Experimento 1

Evaluacion del efecto de la astaxantina esterifieagresente en el camaron (Plesionika

sp.), en el desarrollo, pigmentacion, contenidoagotenoides y composicion lipidica

de la carcasa del bocinegro.




4 Resultados i1 Discrusio

4.1 Experimento I

Nociones introductorias

Como hemos sefialado anteriormente, la adquisi@@olbracion en ciertos tejidos de
algunas especies de peces es dependiente de li@bsp deposicion de carotenoides
provenientes de la dieta, ya que como sucede ¢oa wertebrados, los peces son incapaces
de sintetizar estos pigmentds novo(Goodwin, 1984). La eficiencia de absorcion de los
carotenoides va a ser diferente entre grupos zmolgAsi, los mamiferos absorben mejor el
B-caroteno, mientras que los peces y las aves tigmeferencia por los carotenoides
oxigenados. Tal y como se muestra en la siguiegiea, el color del musculo de los
salmonidos va a depender de la absorcion y depasitg los carotenoides oxigenados como
la astaxantina, que se deposita en el musculo eforsta libre no esterificada, y la
cantaxantina, siendo la eficiencia de absorciorestes pigmentos dietarios 10 6 20 veces

superior de la que presentan la luteina y la zespea(Torrissen et al., 1989).

Carotenoides Dietarios

— Carotenoides no digeridos
Carotenoides Absorbidos

— Higado(metabolismo oxidativoy= Bilis

— Piel (metabolismo reductivay® Vit. A

A
—— Ovarios < (Durante.la
maduracién
Deposicién en el misculo sexual)

Fig. 4.1.1.- Metabolismo de los carotenoides, amtéira y cantaxantina en salmoénidos
(Torrisen et al., 1989).
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Durante los primeros afios del cultivo de salméramito y de la trucha arcoiris los
crustaceos han sido utilizados tradicionalmente ccdoente natural de pigmento. Asi,
estudios llevados a cabo en la trucha arcoirisTporisen (1985) han mostrado que es posible
producir una pigmentacion aceptable del musculmdoiase alimenta esta especie con una
dieta suplementada con un 10-20% de harina de Gangairante unos siete meses. De igual
modo, el krill Euphasia superbgy E. pacificg, el copépoddCalanus finmarchicusy el
cangrejo rojo PRleuroncodes planipgshan demostrado ser buenas fuentes de carotenoides
capaces de pigmentar el musculo de los salméniBpisdlli et al., 1974; Schneider et al.,
1979; Torrisen y Braekkan, 1979; Torrisen, 198%). como se comentd en el apartado de
la Introduccidn, la fuente de carotenoides masthabempleada para pigmentar el musculo
de salmoénidos hoy en dia es la astaxantina siatétmercializada como CaroplfyPink,
sola o combinada con la cantaxantina sintética st Red.

En el caso de esparidos como la dorada japosggophrys majgrla pigmentacion
rojiza de la piel es consecuencia de la deposid®rastaxantina (Katayama et al., 1965;
Tanaka et al., 1976; Ibrahim et al., 1984; Nakaztios., 1984)gue se encuentra en la piel en
su forma esterificada, unida a acidos grasos (Nekeatal., 1984). De hecho, la coloracion de
su piel depende directamente de la administracedasiaxantina en la dieta, ya que se ha
comprobado que son incapaces de transformar oairoseaoides com@-caroteno, luteina,
cantaxantina y zeaxantina en este carotenoide y&aa et al., 1972; Tanaka et al., 1976;
Nakazoe et al., 1984).

Crustaceos como I&quilla oratoria parecen ser la fuente de la que obtiene la
astaxantina la dorada japonesa en el medio natatgl,como han puesto de manifiesto los
estudios de los contenidos estomacales realizadasjeenplares de esta especie (Lorenz,

1998).
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Teniendo en cuenta estos aspectos, como objetraogbgrimer experimento de la
presente memoria se planteé el utilizar una fueataral de carotenoides similar a la que
puede encontrar el bocinegrBagrus pagrus en el medio natural, como es el caso del
crustaceo decapodelesionika spo camaron, para suplementar la dieta de alevdpessta
especie, producidos en cautividad, y determinafedto que produce dicha suplementacién
en la coloraciéon de la piel y el contenido total a@otenoides de la carcasa. Asimismo,
conociendo la importancia de la astaxantina pammever el crecimiento y como
antioxidante, se determind el crecimiento, clagsditas y contenido en acidos grasos de la

carcasa de los ejemplares sometidos a estudio.

Condiciones experimentales

Se seleccionaron alevines de bocinegro con unrpesio de 2,8 £ 1,8 g, que fueron
divididos en 6 grupos de (2 tratamientos, 3 rép)ic@ada grupo fue mantenido en un tanque
de 3nt con un flujo de agua de mar de 30 I/min. El nikeloxigeno fue mantenido cerca del
nivel de saturacion mediante aireacion continuatelnaperatura del agua se mantuvo entre
22,5y 23,4 °C alo largo del experimento.

Durante 4 meses, los peces fueron alimentadosadiarite con una cantidad de
alimento equivalente al 2% de su peso corporak grapos (B) fueron alimentados con un
100% de pienso comercial para dorada (dieta bgsatddiw Espafia S.A). Otros tres grupos
(B+C) fueron alimentados con un 88% de la mismdadimsal y un 12% de camardn
descongeladoP(eisonika sp, para incluir asi una fuente de carotenoidedaedieta. El
camaron fue suministrado simultaneamente con ta Beesal, no mezclado con ésta.

Cada mes, 60 peces de cada tanque fueron seled@sopanedidos para determinar su

peso y longitud, siendo luego retornados a los uesqlLos indices de crecimiento y
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supervivencia fueron calculados a lo largo del @rpmEnto y los ratios de alimentacion
ajustados a la biomasa. Asimismo, la mortalidadréggstrada diariamente. La pigmentacion
de la piel fue determinada de modo visual y mediéotbgrafias durante los muestreos.

Al final del periodo experimental, esto es, a losméses de alimentacion, se
sacrificaron 6 peces por tratamiento (2/tanque)iaméel shock hipotérmico. Las muestras de
carcasa (piel unida al musculo) fueron tomadasnediatamente congeladas en nitrégeno
liguido y mantenidas a -80 °C hasta su andlisise&ib de los peces fueron utilizados para
otros estudios desarrollados paralelamente poerir@ Costero de Canarias.

Los carotenoides de la carcasa fueron extraiddigamilo el método descrito por
Barua et al. (1993). A continuacién, se realizd lewura espectrofotométrica (Shimadzu,
UV-120-02) en cubeta de cuarzo a 470 nm, utilizahewano (+BHT) como blanco, tal y
como se detalla en el apartado de Material y M&al#ola presente memoria (Pag.45).

La humedad fue determinada mediante el métodoittepor Horwitz (1980) a fin de
expresar los resultados como peso seco, pararacexin de lipidos se siguio el protocolo
descrito por Christie, 1982 (modificacion de Fod#thal. (1957)) y las clases lipidicas fueron
determinadas por el método de Olsen y HendersoB9]1%iendo todos estos analisis
descritos con mas detalle en el apartado de Mbyekigtodos (Pag. 52-53).

En este experimento se llevd a cabo la separacénlad clases lipidicas
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) tyiacilglicéridos (TAG), siguiendo las
pautas marcadas por Olsen y Henderson (1989). elnaisladas, se sometieron al protocolo
de transmetilacion descrito por Christie (1982)rapal posterior analisis, mediante
cromatografia de gases, de su composicion en agdss. Asimismo, utilizando esta
misma técnica, se llevo a cabo la determinaciorpddil en acidos grasos en el lipido total

(LT) (Material y Métodos, Pag. 54-57).
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Resultados y Discusici
Txperimetito T

vAg :
PO Fotoperiodo natural (C

B+C

GO

3m’

600 alevines

3n’

600 alevines

. Diete
-

B Dieta basal
B Camaron (12%

7

4 mese ——— | Sequimiento mensual
* Crecimiento

- _ * Supervivencia
* Ingesta

2 PECES/TANQUE (x3}—— Choque hipotérmico

Muestreo de la carce

. Carotenoides Analisis Lipido .
* Coloracién externa * Extraccion LT
* Contenido total de carotenoides| * Determinacién de clases lipidicas
(lectura espectrofotomeétrica) * Perfil de acidos grasos de LT, TA
PCy PE

Fig. 4.1.2. Experimento 1. Esquema del disefio erpartal. Fuente de astaxantina: camarBtegionika sp
descongelado, rico en la forma diéster de estaazainle.
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Resultados y discusion

El contenido de carotenoides (fkg’ en peso seco (p.s)) presente en el pienso
comercial fue de 17,8 + 0,5 frente a 260,4 + 49%@mé en las muestras de camardn
analizadas (Fig. 4.1.3, Tabla 4.1.1). En cuanta admposicion en clases lipidicas, se observo
que la proporcién de lipido polar presente en elazan fue significativamente superior al de
la dieta basal (Fig. 4.1.4, Tabla 4.1.1), sin engioaren términos absolutos, al tener la dieta
basal mayor contenido de LT (p.s) y ser el cama@ao un 12% del alimento total, estas

diferencias de aporte de lipido polar se atenuatasaialmente.

300

250

i 200 |
mgkg(p.s)
150

100

50

Dieta Basal Camarén

Fig. 4.1.3 Contenido en carotenoides (kyy) de la dieta
comercial y del camarén empleados en el Experiménto

100
80
0 604 1 Neutros
(%) Polares
40

20

Dieta Basal Camaroén

Fig. 4.1.4. Contenido de lipidos neutros y polateda dieta basal y del
camaron (n=3).
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Tabla 4.1.1

Contenido total de carotenoides (kay"), humedad (%), lipido
(% p.s), y composicion de clases lipidicas (% getld total) de

la dieta basal (B) y del camarén (C) (peso humedo %

Dieta B C
Total de carotenoides 17,86 £ 0,5 260,4 + 49,0
Humedad 69+ 0,1 74,1+ 1,4
Lipido Total 164 £ 1,1 6,7+ 0,9
Clases lipidicas

Esfingomielina 0,0 0,4+0,1
Fosfatidilcolina 49+ 0,7 16,0+ 2,4
Fosfatidilserina 0,0 3,8+ 0,9
Fosfatidilinositol 0,0 16+ 0,3
Fosfatidilglicerof 0,0 1,4 + 0,3
Fosfatidiletanolamina 2% 0,8 124+ 0,7
Colesterol 8,7+ 0,6 22,7+ 1,3
Acidos grasos libres 10,8 3,0 11,8 + 0,5
Triglicéridos 68,9+ 1,8 26,1 + 10,7
Esteres de esteroles y ceras 50,1 21+ 26
Total lipido neutro 92,6: 1,1 64,4 + 3,6
Total lipido polar 7,4+ 1,1 35,6 + 3,6

Media + desviacion estandar (n=3)También puede incluir

acido fosfatidico y cardiolipina.

En la figura 4.1.5 y la tabla 4.1.2 se muestra effip de &cidos grasos de ambos

componentes dietarios. Asi, la composicién en &cgtasos del lipido total (LT) de la dieta

basal esta caracterizada por una mayor propor@dnahoenos y menor porcentaje de n-6 y

n-3 HUFA en comparacion con el camaron, mientras ps niveles de saturados son

similares.

0O Saturados
B Monoenos
B n-6

n-3 HUFA

Fig. 4.1.5. Proporciones de los principales grugescidos grasos de

la dieta basal y del camarén (n=3).
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Tabla 4.1.2
Perfil de acidos grasos del lipido total de laaliet
basal (B) y el camarén (C) (peso himedo %).

B C
14:0 6,2+ 0,1 24+ 0,2
14:1 0,0 0,4+ 0,0
15:0 05+ 00 11+ 0,2
16:0 17,9+ 0,2 18,0+ 0,8
17:0 0,0 1,3+ 0,2
16:3 0,0 0,9+ 0,2
18:0 24+ 0,1 6,2+ 0,4
18:1n-9 15,0+ 0,1 145+ 1,0
18:1n-7 2,1+ 0,1 44+ 0,5
18:2n-6 3,5+ 0,0 2,0+ 0,6
18:3n-3 1,6+ 0,0 1,3+ 0,1
18:4n-3 2,7+ 0,0 055+ 0,1
20:1 55+ 0,1 1,3+ 0,5
20:4 n-6 0,5+ 0,1 35+ 0,6
20:4n-3 0,6+ 0,0 0,0
20:5n-3 %+ 0,1 118 + 2,4
22:1 84+ 0,1 0,0
22:5n-6 0,0 0+ 02
22:5n-3 10+ 0,1 09+ 0,1
22:6n-3 11,5+ 0,3 18,1+ 2,2
UK 31+ 0,2 39+ 1,5
Totales

Saturados 27, 01 29,0+ 0,9
Monoenos 37,4+ 0,2 25,7+ 2,6
n-3 26,9+ 0,4 33,3+ 4,2
n-6 46 + 0,1 7,0+ 0,9
n-3HUFA 22,6+ 0,4 31,5+ 4,4
EPA/DHA? 0,8+ 0,0 0,7+ 0,1

Resultados representados como media +
desviacién estandar (n=3). Los totales incluyen
algunos componentes minoritarios no mostrados.
! Contiene los isémeros n-11 y n-9:20:5n-
3/22:6n-3; tr. valores 0,3— 0,5%; 0,0 valores
0,3%.
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Resultados y Discusici

LExperimenito 1T

A pesar de estas diferencias en cuanto a mayoteagercarotenoides, lipido polar y
n-3 HUFA por parte del camaron, tras 4 meses deealiacion, no se encontraron diferencias
significativas en cuanto a crecimiento y supervoi@rse refiere, entre ambos tratamientos

dietarios (Tabla 4.1.3).

Tabla 4.l. 3

Peso (g), talla (cm), supervivencia (%), tasa deciotiento e indice de conversion de los alevines de
bocinegro después de 4 meses de alimentacion cdietk basal (B) y la dieta basal suplementada con
camaron (B+C).

Inicial Final
B B+C
Peso () 2,8+ 1,8 474 + 11,0 502 + 11,8
Talla (cm) 46 + 09 120 + 1,1 123 + 1,0
Supervivencia (%) - 972 + 31 953 + 35
Tasa de crecimiento - 201 + 00 204 + 0,0
indice de conversion del alimento - 216 =+ 0,1 207 + 0,1

Media + desviacion estandar (60 peces por trataojien

Sin embargo, el 100% de los peces alimentados @odidta suplementada con
camaron (B+C) mostraron una coloracion rojiza episblequiparable a la que presentan los
peces en su medio natural (Fig. 4.1.6), a difeede los peces alimentados sélo con la dieta

basal (B) que mostraron una coloracion externacgs (Fig. 4.1.7).

Tratamiento B+C

Fig. 4.1.6. Fotografia de los alevines de bocinegimentados con el tratamiento B+C (88% dieta lha246
camaron descongelado).
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Resultados y Discusici

Lxperiiictito

Tratamiento B

Fig. 4.1.7. Fotografia de los alevines de begio alimentados con la dieta B (100% dieta basal).

La diferencia de coloracion encontrada entre ambagos experimentales se
correspondia con el contenido total de carotengidesente en la carcasa. Asi, en los peces
alimentados con la dieta suplemetada con camaré@)(Bl contenido de carotenoides fue de
12,6 mgkg?, p.s, significativamente superior al encontrado anchrcasa de aquellos
alimentados sélo con la dieta basal (B) y que npigmentaron adecuadamente (1,8kgd,

p.s) (Fig. 4.1.8, Tabla 4.1.4).

20
18
16
14
12|
(mgkg?) 10
8 i
6 i
4
2 a
O a

B B+C

Fig. 4.1.8. Contenido total de carotenoides {gd) presente en las
carcasas de los peces alimentados con la dieth (B3sacon la dieta
basal suplementada con camarén (B+C), (n=6). * rBifeias

significativas entre tratamientos (p< 0,05).
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Tabla 4.1.4

Contenido total de carotenoides (km'), humedad (%) y lipido (%
p.s), y composicién de clases lipidicas (% deldbptotal) de la
carcasa de los peces alimentados con las dietasBB-G/ (peso

hamedo).
B B+C
Total de carotenoides 18+ 0,6 126+ 44 *
Humedad 73,9+ 0,9 73,4+ 2.8
Lipido Total 13,8+ 1,0 10,2+ 1,7 *
Clases lipidicas
Esfingomielina tr 0,5 0,1
Fosfatidilcolina 15,8+ 1,1 19,8+ 2,5
Fosfatidilserina 15 0,1 1,9+ 0,6
Fosfatidilinositol 2,7+ 0,2 2,9+ 0,3
Fosfatidilglicerof 1,0+ 0,7 1,0+ 1,2
Fosfatidiletanolamina 8811 9,8+ 15
Colesterol 9,3+ 0,3 10,6+ 1,3
Acidos grasos libres 0,0 0,0
Triglicéridos 59,2+ 3,1 50,6+ 7,7
Esteres de esteroles y ceras 20,5 2,8+ 0,6
Total lipido neutro 70,% 2,9 64,0+ 5,8
Total lipido polar 29,3t 2,9 36,0+ 5,8

Media + desviacion estandar (n=6)También puede incluir &cido
fosfatidico y cardiolipina. * Diferencia signifidgaé entre tratamientos
(p< 0,05).

De estos resultados se desprende que los bocinalymentados con 88% de dieta
basal y 12% de camardn (grupo B+C) fueron capaceesutdizar eficientemente los
carotenoides presentes en este crustaPésiOnika sp, depositandolos en su piel para
adquirir cierto color rojizo propio de esta espeamiesu medio natural.

El 12% de camarén suministrado en la dieta B+Cté®#,3 mg de carotenoidtg™
p.s de dieta. Por tanto, un nivel dietario de aipnelamente 30 mkg™ de carotenoides en
peso seco de dieta parece ser suficiente paralguees de 50 g de peso sean capaces de
adquirir una pigmentacién adecuada.

Como ya se comentd anteriormente, los carotengidesstan sélo asociados con la
pigmentacién de la piel, sino que poseen otras asigropiedades biolégicas. En este

sentido, numerosos estudios han mostrado los efgusitivos de los carotenoides en el
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crecimiento de la tilapia del Nilo (Boonyaratpajirunprasert, 1989) y del salmén Atlantico
(Christiansen et al., 1995), asi como en la supendia delPenaeus japonicugNegre-
Sadargues et al., 1993). En el presente experinfemms visto, si embargo, que no existen
diferencias significativas en cuanto a crecimieatsupervivencia se refiere entre ambos
tratamientos (Tabla 4.1.3), lo que sugiere quepelte dietario de carotenoides no ha supuesto
una mejora significativa en cuanto a supervivengiecrecimiento de los ejemplares
alimentados con la dieta suplementada con cam&@)(

En cuanto al patron general de clases lipidicasigieb total de la carcasa de ambos
grupos de peces (B y B+C), hay que destacar elpaltoentaje de triacilglicéridos (TAG)
encontrado en ambos, no existiendo diferenciadfisigtivas en esta, ni en el resto de las
clases lipidicas determinadas a pesar de que erbéanaportara un porcentaje superior de
lipidos polares. Esto es debido probablemente auquE2% de suplemento no es suficiente
como para inducir cambios significativos en la coeigidon de clases lipidicas de la carcasa,
observandose sdlo aumentos sutiles de fosfatiadik@PC) y fosfatidiletanolamina (PE), que
son particularmente abundantes en el camaron (Aabi.

Teniendo en cuenta la ausencia de estudios reafizewl esta especie, en cuanto a
composicion lipidica se refiere, nuestros resukatim han podido ser contrastados con otros
estudios previos.

En lo que respecta al perfil de acidos grasosiplield total de la carcasa, tanto en los
peces del grupo B como en los del B+C, los porgenhtaas elevados los encontramos para
los acidos grasos 16:0, 18:1n-9, 22:6n-3, 20:5m631, 20:1 y 22:1. Estos acidos grasos
representaron un 75,5% y un 74,5% del lipido tqiata B y B+C, respectivamente (Fig.

4.1.9a, Tabla 4.1.5).
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Resultados y Discusicn
Txperimeiito T

16:0 @ 160
m16:1 16:1
O 18:1n-9 0 18:1n-9
20:1 20:1
m205n3 010 m 205n-3
22:1 22:1

= 22:6n-3 22:6n-3

O |

Grupo B Grupo B+C Grupo B Grupo B+C

Fig. 4.1.9. Principales acidos grasos del lipidtaltda) y de los triacilglicéridos (b), (n=6). * ferencias
significativas entre tratamientos (p< 0,05).

Tabla 4.1.5.
Perfil de acidos grasos del lipido total (LT) (pé&smnedo
%) de la carcasa de bocinegros alimentados cotidées

By B+C.

B B+C
14:0 38 + 0,2 37 £+ 01
16:0 18,2 + 0,5 179 + 0,2
16:1% 6,5 + 0,2 6,0 £+ 0,3
18:0 41 + 0,1 43 + 0,3
18:1 n-9 175+ 0,2 17,8 + 0,8
18:1 n-7 25+ 0,1 26 £ 0,0
18:2 n-6 45 + 0,1 54 £+ 0,1 ~*
18:3 n-3 1,1 + 0,0 11 + 04
18:4 n-3 15+ 01 1,3 + 0,2
20:1° 65 + 0,1 6,1 + 0,3
20:4 n-6 0,6 + 0,1 0,6 + 01
20:4 n-3 tr tr
20:5 n-3 6,3+ 05 6,1 + 01
22:1° 6,1 + 072 55 + 0,2 *
22:5n-6 tr tr
22:5n-3 1,3+ 0,1 1,3 + 0,1
22:6 n-3 144 + 0,8 152 + 1,9
UK. 23 + 0,1 23 + 04
Totales
Saturados 26,8+ 0,7 265 =+ 0,3
Monoenos 395+ 0,6 384 + 1,3
n-3 250 £+ 0,6 255 + 1.3
n-6 58 + 0,1 6,7 £+ 04 *
n-3 HUFA 225 + 0,6 23,1 + 1,6
EPA/DHA® 04 + 0,1 04 £+ 01

Media + desviacién estandar (n=6). Los totaletuiyen
algunos componentes minoritarios no mostrados. *
Diferencia significativa entre tratamientos (p< %),0°
Contiene los isémeros n-9 y n7contiene los isémeros
n-11 y n-9F20:5n-3/22:6n-3; tr. valores 0,3— 0,5%; 0,0
valores< 0,3%.

71



Al analizar la composicion de los triacilglicéridescontramos un patrén similar al del
LT, siendo el &cido graso mas representativo dlri8; seguido de 16:0, 22:6n-3, 16:1, 20:1,

22:1y 20:5 n-3 (Fig. 4.1.9b, Tabla 4.1.6).

Tabla 4.1.6.

Perfil de acidos grasos de triacilglicéridos (TA@Eeso
hiumedo %) de la carcasa de bocinegros alimentadokas
dietas By B+C.

B B+C
14:0 50 + 05 46 + 0,1
16:0 19,2 + 1,8 17,2 + 0,2
16:1° 76 + 0,1 72 + 02
18:0 41 + 04 39 + 072
18:1 n-9 19,0 + 0,6 19,6 + 0,6
18:1 n-7 27+ 0,11 26 + 0,0
18:2 n-6 44 + 04 55 + 0,2
18:3 n-6 0,1+ 0,1 0,1 + 01
18:3n-3 12 + 0,1 13 + 0,1
18:4 n-3 15+ 0,3 16 + 0,2
20:1° 76 + 02 72 + 07
20:4 n-6 0,4 + 0,0 04 + 0,0
20:4 n-3 tr tr

20:5 n-3 51+ 1,0 53 + 0,7
22:1° 74 + 0,4 69 + 0,4
22:5n-6 0,0 0,0
22:5n-3 1,0+ 0,1 11 + 0,1
22:6 n-3 87+ 05 10,1 + 0,4 *
UK. 27 + 0,1 27 + 0,3
Totales

Saturados 29,1+ 2,7 264 + 05
Monoenos 446+ 04 439 + 0,9
n-3 18,0 + 2,0 19,9 + 0,9
n-6 53 + 05 66 + 02 *
n-3 HUFA 154 + 1,6 17,0 + 0,6
EPA/DHA® 06 + 0,1 05 + 0,1

Resultados representados como media +* desviast@ndar
(n=6). Los totales incluyen algunos componentesoritarios
no mostrados. * Diferencia significativa entre aratentos
(p< 0,05).% Contiene los isémeros n-9 y n7rontiene los
isdmeros n-11 y n-920:5n-3/22:6n-3; tr. valores 0,3— 0,5%;
0,0 valores< 0,3%.

Tanto en el LT como en los TAG encontramos alguhissencias puntuales entre
tratamientos, en lo que a algunos acidos grasasfieee. Asi, las proporciones de 22:1

fueron superiores en el LT de los peces alimentanns la dieta B, respecto a los
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alimentados con la B+C, lo cual puede explicars@telo en cuenta que el camardn aporta
muy baja proporcion del mismo, teniendo un efedigidbr de estos acidos grasos en B+C
frente a B (Tabla 4.1.5). Llama la atencién sin ango, el menor porcentaje de 18:2n-6
observado tanto en el LT como en los TAG de logpatimentados sélo con la dieta basal
(B), ya que esto ocurre a pesar de que un 100%tdadeeta aporta mayores niveles de este
acido graso respecto a B+C. Esta diferencia samatifia podria explicarse si los
carotenoides aportados por el camarén en la die@ @&stuvieran ejerciendo cierto efecto
protector, frente a la peroxidacion lipidica de Ri$FA, existiendo una pérdida del 18:2n-6
y otros PUFA por oxidacién en los ejemplares que &éeron alimentados con dieta basal.
De hecho, se ha comprobado que un modo de evalbarexistido peroxidacion lipidica, a
parte de la medida directa de los radicales proddet esta reaccidon, es el evaluar las
pérdidas de acidos grasos insaturados (Halliwé€lhyico, 1993). Por lo tanto, el hecho de
que los peces alimentados con un 100% de la dietpu® recibieron mayores niveles de
18:2n-6 que los alimentados con un 88% de la m{@®&), presenten menores porcentajes
de este acido graso en el LT y en los TAG de susasas podria estar indicando que ha
existido cierta oxidacion de acidos grasos en toagros. Sin embargo, el que en el LT de
la carcasa del tratamiento B, los porcentajes des @cidos grasos con mayor namero de
insaturaciones vy, por tanto, mas susceptiblesoxiiacion, como es el caso del EPA vy el
DHA, no presenten diferencias significativas eribe tratamientos a pesar de que el
camaron podria haber enriquecido en estos acidgsgta carcasa de los peces B+C, parece
indicar que la diferencia existente en cuanto agruaje de 18:2n-6 no se debe a un proceso
de peroxidacion lipidica. Otra posible explicacigodria residir en el hecho de que el
camaron aporta mayores proporciones de fosfolipithss cuales se relacionan con una

mayor digestibilidad de los lipidos ingeridos en déeta (Coutteau et al., 1997,
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Geurden et al., 1998) y ello podria favorecer uaganabsorcidén y deposicion del 18:2n-6,
entre otros acidos grasos, en los peces alimentampda dieta B+C. Asimismo, el que no
exista aumento significativo en los contenidos B& Bk DHA del LT de las carcasas B+C,
podria indicar que la dieta basal ha sido bien @bewta para cubrir los requerimientos de
AGE del pez, protegiéndolo al mismo tiempo de lalasion mediante la accién de otras
vitaminas y antioxidantes que estan presentes dietia

Hay que sefialar sin embargo, que en los TAG eleptae de 22:6n-3 si fue superior
en la carcasa de los peces alimentados con la sliptementada con camaron (B+C) (Fig.
4.1.9b, Tabla 4.1.6). Ello podria implicar que, amse ha descrito para otras especies (lbeas et
al., 1996; Rodrriguez et al., 1998b; Almansa et1899; Skally y Robin, 2004; Skalli et al.,
2006), los triacilglicéridos reflejan en mayor ndalel perfil de acidos grasos de la dieta y en
este caso, el perfil del camaron.

En cuanto a la fosfatidilcolina (PC) y la fosfaletanolamina (PE), éstas exhibieron
un perfil de acidos grasos caracteristico (Figl@,l.Tabla 4.1.7). Los acidos grasos mas
representativos de la PC son 16:0 (32,1-28,3%)idegor el 22:6n-3 (19,3-24,2%) vy el
18:1n-9 (17,3-15,7%). En la PE, las proporcione22ién-3 fueron aun superiores (39,2—
46,8%) a las observadas para la PC, pero tantaldhd46:0 (12,3-10,0%) como las del

18:1n-9 (7,9-6,8%) fueron menores.

401 @ 16:0 501 @ 16:0

30| 16:1 40 m 18:0
O 18:1n-9 30| O 18:1n-9

90 20 = 20:1 % = 20:1
B 20:5n-3 201 = 20:5n-3
1] 22:6n-3 104 22:6n-3

o/
Grupo B Grupo B+C Grupo B Grupo B+C

Figura 4.1.10.- Principales acidos grasos de ldafmhlcolina (a) y de la fosfatidiletanolamina (Kn=6).
* Diferencias significativas entre tratamientos (b€5).
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Tabla 4.1.7
Perfil de acidos grasos de la fosfatidilcolina (PC)a fosfatidiletanolamina (PE) (peso
himedo %) de la carcasa de bocinegros alimentanokas dietas B y B+C.

Fosfatidilcolina Fosfatidiletanolamina
B B+C B B+C

14:0 0,7+ 0,1 0,7+ 0,0 0,7+ 04 0,4+ 01
16:0 32,1+ 477 28,3+ 0,6 123+ 14 10,0+ 0,7 *
16:1° 2,7+ 0,3 25+ 0,3 19+ 1,0 1,2+ 0,3
18:0 25+ 0,8 1,8+ 0,2 11,3+ 2,8 10,2+ 0,5
18:1 n-9 17,3+ 1,7 157+ 1,6 79+ 1,0 6,8+ 04 *
18:1 n-7 2,6 0,7 23+ 0,3 26+ 04 24+ 0,1
18:1 n-5 0,2+ 0,0 0,1+ 0,1 0,0+ 0,0 0,1+ 01
18:2 n-6 5,3+ 0,3 49+ 05 2,7+ 0,3 24+ 0,3
20:1° 21+ 01 20+ 01 40+ 0,7 37+ 04
20:4 n-6 1,2+ 0,1 15+ 01 * 1,6 + 0,2 1,8+ 0,2
20:4 n-3 0,2+ 0,1 0,3+ 0,1 04+ 0,1 0,4+ 0,0
20:5 n-3 7.7+ 19 92+ 0,9 52+ 0,8 56+ 0,6
22:1° 05+ 0,1 0,4+ 0,2 0,9+ 0,5 05+ 01 *
22:5 n-6 0,5+ 0,1 06+ 0,1 * 0,9+ 0,2 09+ 01
22:5n-3 1,2+ 0,2 1,3+ 01 22+ 0,6 22+ 0,3
22:6 n-3 19,3+ 4,4 242+ 3,0 39,3+ 44 46,8+ 2,5 *
UK. 1,0+ 0,3 14+ 17 30+ 1,3 23+ 0,6
Totales

Saturados 35,8 5,6 31,2+ 0,6 253+ 31 21,3+ 09 *
Monoenos 254 25 231+ 17 17,3+ 25 147+ 1,0 *
n-3 29,3+ 6,3 36,0+ 2,6 * 48,2+ 4,7 556+ 1,7 *
n-6 74+ 0,3 73+ 04 57+ 0,5 55+ 0,3
n-3 HUFA 285+ 6,3 351+ 3,0 473+ 49 55,1+ 1,7 *
EPA/DHA® 04+ 0,1 0,4+ 0,1 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0

Media * desviacidn estandar (n=6). Los totaletuyen algunos componentes minoritarios
no mostrados. * Diferencia significativa entre dratentos (p< 0,05}.Contiene los isémeros
n-9 y n-7;° contiene los isémeros n-11 y n‘@0:5n-3/22:6n-3; tr. valores 0,3— 0,5%; 0,0
valores< 0,3%.

El perfil en &cidos grasos de estas clases ligdicdares mostrd algunas diferencias
significativas entre tratamientos, siendo los patajes de 20:4n-6 y de 22:5n-6 encontrados
en laPC sutilmente superiores en los peces alimentadodacdieta B+C, comparados con
los alimentados con la dieta B, lo que podria seteflejo del perfil lipidico del camardn, que
presenta también mayores proporciones de estosaddes grasos (Tabla 4.1.7), lo que
facilita su incorporacion a una fracciéon que, casscel caso de los lipidos polares, presenta
mayor avidez por acidos grasos de mayor longitgdago de insaturacién, hecho que se ha

descrito para distintos tejidos de peces (Sargermt.e2002; Tocher, 2003). Este hecho,
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contrasta con lo descrito para LT y TAG donde etémento de los n-6 se debia al 18:2n-6 y
no al 20:4n-6 y 22:5n-6. El 18:2n-6 ha sido desamdcientemente como un acido graso que
se incorpora con facilidad en los lipidos de distintejidos de los peces. Su incorporacion a
los lipidos neutros ha sido recientemente desqétiaa el muasculo de algunas especies
(Rodriguez et al. 2004; Skalli y Robin, 2004; RolirSkalli, 2007; Rinchard et alEn
prensg, mientras que en otros casos se ha observadmilad por lipidos polares de tejidos
como la branquia y el intestino (Bell et al., 200Bldpido, 2006). Tal vez esta acumulacion
de 18:2n-6 en una u otra fraccion lipidica depemdiet nivel de grasa aportado en la dieta y
de la necesidad de los lipidos polares de losogjjubr los PUFA. Asimismo, aunque no
significativa, en |aPC se observa una tendencia particular con respe2@ién-3 y al 20:5n-

3, que presentan porcentajes superiores en lasear@&+C, aunque soélo es significativo el
aumento del conjunto de los n-3. Una vez masase die un perfil que refleja el del camaron,
gue es rico en estos acidos grasos n-3 (Fig. 4,IT#&bla 4.1.7).

En laPE si se observa un porcentaje significativamentersmupde 22:6n-3 en los
peces alimentados con camardon (B+C), mientras ¢u9:8n-3 no sufre un incremento
significativo. Sin embargo, el aumento global stdpireflejado de forma significativa en los
n-3 y en los n-3 HUFA (Fig. 4.1.10b, Tabla 4..7/Bn definitiva, una vez mas nos
encontramos con que la mayor avidez de la fraquoder por los HUFA se ve favorecida por
un mayor aporte dietario (Sargent et al., 2002;h€0c2003). Asimismo, en IRE de los
peces que recibieron la dieta B+C existe una mammrporacion del acido graso 22:1,
debido probablemente a que el camardn no aporaaesio graso y si lo hace de forma
significativa la dieta basal (Tabla 4.1.7). Iguahtes existe una menor incorporacion de 16:0
y de 18:1n-9 en IRE de los ejemplares B+C (Fig. 4.1.10b, Tabla 4.ll@)ual se traduce en

una disminucién del total de saturados y de morngeno
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El conjunto de resultados descrito, en cuanto dil pie acidos grasos del lipido total
y de las distintas clases lipidicas analizadasneifas, en términos generales, a los descritos
para otras especies de peces marinos cultivada®) & lubina (Krajnovic-Ozretic et al.,
1994), la dorada (Ibeas et al., 1996) y el rodalf&Erot et al., 1998).

Aunque varios estudios recientes sugieren que ‘stanoides, incluyendo el
B-caroteno, la astaxantina y la cantaxantina, actéamo potentes antioxidantes en modelos
de membranan vitro y trabajan sinérgicamente con la vitamina E (Njaki et al., 1994; Bell
et al., 2000), en nuestro estudio parece que losspalimentados con una dieta carente de
carotenoides (B) no han visto influenciadas de éomegativa sus tasas de crecimiento y
supervivencia, ni la composicion lipidica corpotak cambios observados en ciertos acidos
grasos son mas bien debidos a la inclusion de 8h d@ camardén que posee un pefrfil
diferente al de la dieta basal. Esto sugiere qupapkl antioxidante que pudieran haber
desarrollado los carotenoides en la dieta B+C dérenta B debe haber sido suplido en esta
altima, por la presencia de vitamina E y/u otrosoxidantes, habitualmente incluidos en la
formulacion de las dietas comerciales.

Como conclusion podemos afirmar que cuando se gl la dieta de los alevines
de bocinegro con un 12% de este crustaceo, queadgw unos 30 mg de carotenoitlgs
en p.s de dieta, éstos son capaces de utilizaergienente dichos carotenoides naturales,
adquiriendo de esta manera un color rojizo carsties de esta especie en su medio natural,.
Este porcentaje se encuentra dentro del rangoplensentacion recomendado por Torrisen y
colaboradores (1989) para salmonidos, los cuaktablecen que es necesario emplear entre
10- 25% de suplementacion con fuentes derivadasudéaceos para lograr que el masculo de
estas especies adquiera una coloracion aceptabée gdamercado. De hecho, se ha

determinado que en salmoénidos el nivel de astaxaiptimo para lograr dicha pigmentacion
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esta en torno a los 60 mkg™ (Rajasingh et al., 2006), sin embargo en otrasasg como la
dorada japonesaCfrysophrys majgrlos requerimientos de este carotenoide no ham sid
establecidos aun, aunque los productores acuieds@blecen un rango de 25-50 mg de
astaxantinkg® de dieta como cantidad necesaria para pigmentaiedu Si bien en el
presente experimento, 30 rkg' de carotenoides procedente de camarén, consstuido
fundamentalmente por astaxantina (Meyers, 1994) sido suficientes para lograr pigmentar
la piel de los alevines de bocinegro, aiun no se determinado los requerimientos de
astaxantina de esta especie, por lo que es inteeeszaluar qué efecto tendria la inclusién de
una cantidad inferior o superior de este caroteneid su dieta. Asimismo, la blusqueda de
fuentes alternativas de astaxantina que resulestieds a la hora de pigmentar la piel de los
ejemplares de esta especie y disminuyan los atistkes que supondria el incluir fuentes
derivadas de crustaceos en las dietaBatgus pagruspuede despertar igualmente el interés
del sector acuicola. Un estudio mas exhaustivo adeeficacia de incorporacion y el
metabolismo de los carotenoides en la piel delnsagd es uno de los objetivos principales
de los siguientes capitulos.

Teniendo en cuenta los resultados de esta primpexiencia, se puede afirmar que la
inclusion de 30 mgg™ de “astaxantina” procedente de camarén ademasrdsfectiva para
pigmentar la piel de los ejemplares de cultivoepamo afectar, al menos de modo general, a
la supervivencia, crecimiento ni composicion lipadide los ejemplares de cultivo, si bien
resultaria interesante el determinar también atguorde indicador directo de la oxidacion
lipidica para concluir en relacidbn a este ultimpesso. Por esta razon, en la siguiente
experiencia se ha planteado realizar el analisipatéxidos directamente en la piel, para
establecer como afecta a éste parametro, la inoluk un antioxidante tan potente como la

astaxantina, en la dieta de los alevines de bomnegntenidos en cautividad.
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Los resultados del presente experimento han daghr la la siguiente publicacion
cientifica asi como, a la siguiente comunicaciénpanel presentada en el VIII Congreso

Nacional de Acuicultura:

@ Cejas, J.R.; Almansa, E.; Tejera, N.; Jerez, Slaids, A. y Lorenzo, A., 2003b.
Effect of dietary supplementation with shrimp omnsgigmentation and lipid composition of

red porgy Pagrus pagrusalevins. Aquaculture 218, 457-4609.

® Almansa, E.; Cejas, J.R.; Tejera, N.; Santamarih; Bolafios, A. y Lorenzo, A.
2001b. “Influencia del aporte de carotenoides edidta sobre la pigmentacion de la piel en
alevines de bocinegrd’égrus pagrup. VIlII Congreso Nacional de Acuicultura, Santande

23-25 de Mayo de 2001, pp. 92-93.
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Experimento 11

Evaluacion del efecto de distintas fuentes, formgagmicas y niveles dietarios (25 y 50

mgkg’ de dieta) de astaxantina, sobre el desarrollo, pagracion, perfil de

carotenoides, nivel de perdxidos y composiciondipa de la piel del bocinegro.




4.2 Experimento 11

Nociones introductorias

Los resultados obtenidos en el experimento amté@iejas et al., 2003b) indican que
el camaron es capaz de suministrar a los alevime®afjrus pagruslos carotenoides
necesarios para que éstos pigmenten su piel, sltpor una coloracion rojiza similar a la
que poseen los individuos del medio natural. Lzaeia del camarén como fuente de
carotenoides para el bocinegro ha sido confirmadafra experiencia posterior a la realizada
por nuestro grupo investigador, en la que se Haado harina de carcasa de camaron para
suplementar la dieta de alevinesRBgrus pagruspbteniéndose buenos resultados en cuanto
a pigmentacion se refiere (Kalinowski et al., 200%) explicacion de esta efectividad reside
l6gicamente en el hecho de que los crustaceos adgspson ricos en el carotenoide
astaxantina, especialmente en su forma esterifidddgers, 1994).

Como ya se comentOd anteriormente en esta memanma,ngiltiples los ensayos
realizados en los que se ha demostrado la efickciduentes de carotenoides derivadas de
crustaceos para pigmentar organismos acuicolagn@dargo, aunque efectivas, estas fuentes
presentan algunas desventajas. Se ha comprobadasgharinas elaboradas con crustaceos
pueden resultar demasiado voluminosas, lo que @sappoducente a la hora de compactar
las dietas, se deterioran rapidamente (Fujita.e1883), contienen altos niveles de minerales
que pueden desequilibrar el aporte de estos mitttentes en la dieta (Ibrahim et al., 1984),
y pueden elevar los costes de produccion. Aderag®hién se ha observado que los pellets
que contienen harinas provenientes de crustacessepouna menor consistencia y se

dispersan facilmente por ser mas inestables alactintcon el agua, problema que puede

81



derivar del mayor volumen aportado por la harirgug en definitiva, se traduce en pérdidas
de tipo econdémico para el sector acuicola.

Esta problematica ha generado el que exista urgubda de otras fuentes alternativas
de carotenoides capaces de promover una buenaaoloren la piel del bocinegro. Por
ejemplo, Chatzifotis et al. (2005) han estudiadefetto de tres fuentes de carotenoides; el
alga Haematococcus pluvialigrica en el carotenoide astaxantina), petaroteno vy el
licopeno, encontrando que 100 kuj* de astaxantina dietaria proveniente del alga miadu
un efecto positivo en la coloracion de la piel dg &levines de bocinegro, efecto que no se
daba con las otras dos fuentes de carotenoides.

La efectividad de una fuente de carotenoides, emités de deposicion y
pigmentacion, es especifica de cada especie (ldh, di993). Ademas no todas las especies
muestran los mismos patrones para el metabolismosdearotenoides. En la trucha arcoiris
(Onchorhynchus mykigsla mayoria de los diésteres de astaxantina $morlidos y
acumulados en sus integumentos manteniendo sugwadiones, pero, a su vez, pueden ser
parcialmente metabolizados a zeaxantina (Katsuydrak, 1987).

Hemos visto que en el caso del bocinegro la adidéastaxantina en la dieta de los
ejemplares de cultivo es capaz de promover unaamém externa rojiza (Cejas et al., 2003b;
Chatzifotis et al., 2005; Kalinowski et al., 200BJdemas, estudios muy recientes realizados
mediante cromatografia en capa fina (TLC) muestyam el extracto de carotenoides de la
piel de bocinegros salvajes presenta una elevagemion de astaxantina diéster (Pavlidis et
al., 2006). Sin embargo, no se han realizado améléstipo espectral para determinar el perfil
de carotenoides presentes en la piel de los ejeesptie cultivo en relacion con la forma
quimica en la que estos pigmentos dietarios sesitapp es decir, no existe informacion de

qué es lo que sucede con la astaxantina que irgiam@mal, si existe transformacion de este
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carotenoide o si se deposita en la misma forma igaimn que se suministra. Tampoco
existen estudios sobre la eficacia de las distiimasas quimicas en que puede estar presente
la astaxantina dietaria.

Teniendo en cuenta estos aspectos, y sin perdegr&pectiva de que es necesario
buscar una buena fuente de carotenoides, por seruesingrediente que puede elevar
considerablemente el coste del pienso, se disgit@stnte experimento.

Asi, su objetivo principal ha sido comparar la Bfédad de diferentes fuentes
natural o sintética yiveles 25 6 50 mekg' de cada una de las fuentes anteriores de
astaxantina dietaria, para pigmentar la piel delr@gro. Para ello no s6lo nos centramos en
comparar como se coloreaban los ejemplares sorsetidstudio, sino también analizamos el
contenido total, los perfiles y las formas quimidados carotenoides depositados finalmente
en la piel de estos peces. Esta informacion egcplrmente util para resolver la cuestion
planteada anteriormente, esto es, determinarasitéantina dietaria es transformada o por el
contrario se deposita directamente en la piePdgrus pagrus

Asimismo, teniendo en cuenta que, como sucederea peces marinos (Arts et al.,
2001; Sargent et al., 2002; Tocher, 2003), losldsjdel bocinegro son ricos en acidos
grasos altamente insaturados (HUFA) como el ei@dapnoico (EPA) [20:5(n-3)] vy el
docosahexaenoico (DHA) [22:6(n-3)] (Rueda et @97t Cejas et al., 2003b), y que estos
compuestos son particularmente sensibles al atdgquespecies reactivas derivadas del
metabolismo oxidativo, en el presente estudio teamliatamos de evaluar la accién de la
astaxantina dietaria frente a la peroxidacion igaidEs un hecho probado que la astaxantina
es capaz de proteger a los PUFAs contra la oxidacie ha visto que desarrolla un papel
protector frente a los efectos de la luz (™erin et al., 2003). Por lo tanto, evaluar el

contenido de peréxidos lipidicos presente en lageelos bocinegros alimentados con los
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Resultados y Discusici
Txperimenito 1T

distintos tratamientos y determinar la composiclipidica de dichas muestras resulta
interesante para establecer si la fuente, nivermd quimica de la astaxantina suministrada
actia en mayor o menor grado como antioxidanteporsel contrario este papel protector es
asumido por otros antioxidantes presentes en fauidr basal de la dieta o por los propios

mecanismos antioxidantes del pez.

Condiciones experimentales

Alevines de bocinegrd@agrus pagrusobtenidos en cautividad, con un peso medio
de 5,0 £ 1,1 g, fueron divididos en 18 grupos deé&€es cada uno (6 tratamientos, con sus
tres réplicas).

Cada grupo de peces fue mantenido en un tanquentig-ig. 4.11.1) con un flujo de
agua de mar de 10 I/min, en condiciones de fotoderhatural. El nivel de oxigeno fue
mantenido cerca del nivel de saturacibn medianeacion continua. La temperatura del

agua se mantuvo entre 22,5y 23,4 °C a lo largexjarimento.

Fig 4..1. Fotografia de los tanques empleados en
experimento 2.
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Cinco de los tratamientos dietarios fueron fabrisaplor BIOMAR S.A. con arreglo a
nuestro disefio experimental; una dieta basal sioter@ides afiadidos (B) y 4 dietas
experimentales, con la misma formulacion base gukelta basal pero con diferentes fuentes
y niveles de astaxantina afladida. Dos de las desqaesrimentales fueron suplementadas con
25 y 50 mekg’ (N25 y N50) de una fuente esterificada naturaladeaxantina, el alga
Haematococcus pluviali€omercializada como NatuRoséCyanotech, Hawaii). Las otras
dos, fueron suplementadas también con 25 y 58giidCP25 y CP50), pero de una fuente
de astaxantina libre, sintética, el producto CaytphPink (10% CWS, DSM Nutritional
Products Ltd). Un sexto tratamiento (B+C), utilimaambién en el experimento anterior y
compuesto por un 88% de la dieta basal (B) mas 2% tle camardn descongelado
(Pleisonika sp, fue utilizado como control positivo (Cejas et 2003b).

Durante 4 meses los peces fueron alimentados mani con una cantidad de dieta
que oscild entre el 4,2 y 3% de su peso corpojastando los ratios de alimentacion a la
biomasa. Cada mes los peces fueron medidos paeamilear su peso y longitud, dos
parametros necesarios a la hora de determinactek fde condicion de los ejemplares. Este
indice permite definir el correcto crecimiento @s peces, determinando los cambios de
condicion de los mismos en relacion a la edad, seglo estacional y puede emplearse
como indice de productividad de las masas de aBatgdr y Connolli, 1989). Los
ejemplares a los que se les realiz6 estas medigasnf luego retornados a los tanques. La
mortalidad fue registrada diariamente, pudiéndadeutar de este modo los indices de
supervivencia a lo largo del experimento. La pigraeidn de la piel fue también evaluada de
modo visual y mediante fotografias.

Al final del periodo experimental, esto es, a losmses de alimentacion, se

sacrificaron 3 peces de cada tanque (9 por tratao)iemediante shock hipotérmico.
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Teniendo en cuenta que el tejido que se pigment bocinegro es la piel, en la presente
experiencia se procedid a analizar este tejidmdad aislada en lugar de la carcasa, para lo
gue fue necesario separar la piel del musculo. \Wm obtenidas las muestras de piel
necesarias, éstas fueron inmediatamente congetadaisrégeno liquido y mantenidas a -80
°C, hasta la realizacion de los analisis. Se d@anon |os contenidos totales y perfiles de
carotenoides, contenidos de astaxantina, niveledéxjmos lipidicos, asi como el nivel de
lipido total (LT), perfil de clases lipidicas y dob grasos del lipido total, triacilglicéridos
(TAG) y del total de lipidos polares (TP). Los mailos seguidos para llevar a cabo estos
analisis han sido ampliamente detallados en etagmde Material y Métodos de la presente

memoria (Pag. 45-57).
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Txperimetito 11

=) Alga Haematococcus pluvialidlaturose” (N25, N50)
Fuentes de astaxantina =) Carophyll® Pink (CP25, CP50)
=) 12% Camaron (C) Plesionika sp(B+C)

A .
{Cv)} Fotoperiodo natural (C

1m

50 alevines

1m

50 alevines

B N25 N50 CP25 CP50 B+C

Seguimiento mensual
* Crecimiento

* Supervivencia
~— * Ingesta

3 PECES/TANQUI (9 peces/tratamiente— Choque hipotérmico
L ]
I
Muestreo de la piel

Carotenoides +—— Andlisic — Lipido

* Coloracion externa * Nivel de Peroxidos Lipidicos

* Extraccion y lectura * Extraccion LT
espectrofotomeétrica dmarotenoides. * Determinacion clases lipidicas

* HPLC —Contenido total, perfil de * Perfil de acidos grasos de LT, TAG
carotenoides y total de astaxantina TP.

Fig. 4.1.2. Esquema del disefio experimental. Feentle astaxantina: Alg&laematococcus pluvialis
(Naturose™, N) rica en astaxantina monoéster; astaa sintética libre Caroph§IPink (CP); 12% camarén
(C) (Plesionika sp descongelado y rico en astaxantina diéster. iBtadbasal; LT, lipido total; TAG,
triacilglicéridos; TP, total de polares.
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La composicion proximal de la dieta basal utilizagara formular todos los

tratamientos dietarios se muestra en la Tabldl4.1l.

Tabla 4.11.1

Composicién proximal (% p.s) de la
dieta basal utilizada para formular todos
los tratamientos dietarios.

Composicién proximal (%)
Proteina 45
Grasa 23
Carbohidratos 16,4
Ceniza 7,8
Humedad 5,9

p.S: peso seco

Con el fin de confirmar que el nivel de astaxantiedos tratamientos dietarios N25,
N50, CP25 y CP50 concordaba con el de la formutagique estas dietas no habian sufrido
deterioro durante su almacenaje, dicho contenidasthixantina se analizé por HPLC al final
del periodo experimental, siendo en todos los dasoslores determinados algo superiores a
los niveles de formulacion encargados a la emptegaensos BIOMAR S.A y no existiendo
diferencia significativa entre las distintas fuesnpara un mismo nivel de suplementacion (Fig
4.11.3, Tabla 4.11.2). Asimismo, se determinaros lmontenidos de carotenoides presentes en
el camaron empleado para suplementar nuestro tqusdivo (B+C), siendo el resultado
(271,1 + 20,7 mg™ (p.s)) muy similar al obtenido en nuestra expeimprevia. De este
total de carotenoides, 264,6 + 12,6-kgff (p.s) corresponden a astaxantina, es decir, an tor
a un 97,6%. Teniendo en cuenta que el porcentajsugéementacion fue del 12%, el
contenido real de astaxantina aportado por la dist& seria 31,7 + 1,5 magy’ (p.s),

también muy similar a los 31,3 rkg’ de carotenoides del capitulo anterior. Este valor
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justifica, a su vez, los niveles de suplementaeiyperimentales elegidos en este estudio, es

decir, 25 y 50 mdxg™ (Fig. 4.11.3, Tabla 4.11.2).

70
60 -
50+
(mgkg™, p.s) *°
30
20 -
104

N25 N50 CP25 CP50 B+C

Fig. 4.11.3. Contenido en astaxantina (kuy) de los tratamientos
dietarios empleados.

Tabla 4.11.2
Valores analizados (mgy™) de astaxantina en las dietas suplementadas.

Tratamientos dietarios N25 N50 CP25 CP50 B+C

Contenido de astaxantina (rkg®) 29,8 68,6 27,1 61,8 31,7

N25 y N50, 25 6 50 mig™de astaxantina-NatuRd&e CP25 y CP50, 25 ¢ 50 nkg™ de
astaxantina-CarophylIPink; B+C, 88% de dieta basal + 12% de camar6octelado. El
nivel de astaxantina suplementado por la dieta Bit€ se representa en esta tabla
corresponde al 12% del nivel presente en los camarempleados en esta dieta (264,6
mgkg™ (p.s))-

De los analisis realizados mediante HPLC tambiédesprende que la mayoria de la
astaxantina presente en las dietas suplementadadlaorose se encuentra en su forma
guimica monoéster (Fig. 4.l1l.4a), mientras que kmraenardn utilizado en la dieta B+C
predomina la forma diester (Fig. 4.11.4b). En létak suplementadas con Carophyink, la
astaxantina esta en un 100% en su forma libre gepta diferentes isbmeros (All-E-

astaxantina, 13Z-astaxantina y 9Z-astaxantina) &lg4c).
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Fig. 4.11.4. Perfil de astaxantina (%) presentelandietas suplementadas con Naturoa), camarén (b) y

Carophylf Pink (c).

La composicion en clases lipidicas de la dietald®ay del camarén suministrado en

la dieta B+C esta representada en la figura 4ylef la Tabla 4.11.3, siendo el lipido polar de

la dieta basal

inferior al aportado por el camai®a puede observar ademas que, como

ocurria en el experimento anterior, el camarénagqolarmente rico en colesterol.

80+

71 Neutros

(%)

/I,‘

Polares

Dieta Basal

Camarén

Fig. 4.1L5. Coneniuos ue npiuos neuuros y pusaesl 1a uieta

basal y el camarén, (n=3).
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Tabla 4.11.3
Contenido de lipido total y perfil de clases lipaB, de la dieta
basal (B) y del camarén (C).

B C

Lipido Total (% p.s.) 195+ 11 54+ 04
Clases Lipidicas (% LT)

Esfingomielina 1,0+ 0,2 0,3+ 0,1
Fosfatidilcolina 85+ 1,2 16,1+ 0,1
Fosfatidilserina 1,2+ 0,0 35+ 0,3
Fosfatidilinositol 1,2+ 0,0 16+ 0,1
Fosfatidilglicerof 16 + 0,2 1,7+ 0,4
Fosfatidiletanolamina 8,1+ 15 12,0+ 0,3
Colesterol 10,8+ 0,9 253+ 0,5
Acidos grasos libres 5% 1,0 11,8+ 0,5
Triacilglicerol 51,3+ 0,6 252+ 0,8
Esteres de esteroles 10# 0,8 25+ 04
Total lipidos neutros 78,3% 0,2 64,8+ 0,8
Total lipidos polares 21,% 0,2 352+ 0,8

Media + desviacion estandar (n=3).También puede incluir
acido fosfatidico y cardiolipina. p.s.: peso seco.

Respecto a la composicién en acidos grasos deta ldasal empleada en la presente
experiencia podemos afimar que, al igual que exgrimento 1, se caracteriza por presentar
una proporcion de monoenos superior a la del camgran porcentaje de saturados inferior
al suplementado por este crustaceo (Fig. 4.11.8Jard.ll.4). Sin embargo, hay que destacar
gue tanto las proporciones de n-6 como de n-3 HBHAInistradas por la dieta basal son, en

este caso, similares a las aportadas por el canflaighrd.[1.6, Tabla 4.11.4).

0O Saturados
B Monoenos
E n-6

n-3 HUFA

(%)

Dieta Basal Camaron

Fig. 4.11.6. Proporciones de los principales grumtes acidos
grasos de la dieta basal y del camarén.

91



Tabla 4.11.4
Perfil de acidos grasos del lipido total de laaliet
basal (B) y del camardén (C) (peso humedo %).

B C
14:0 56+ 0,3 3,4+ 0,2
15:0 tr 0,8+ 0,2
16:0 17,5+ 0,5 21,0+ 0,3
16:12 6,1+ 0,3 7,1+ 0,2
17:0 0,5+ 0,0 1,3+ 0,0
16:3 0,7t 0,4 1,0+ 0,1
18:0 1,6+ 0,3 6,3+ 0,2
18:1° 19,7+ 0,2 18,4+ 1,0
18:2n-6 54+ 0,4 2,4+ 0,5
18:3 n-3 2,1+ 0,3 0,6+ 0,1
18:4 n-3 2,6+ 0,2 tr
20:0 0,0 1,1+ 0,2
20:1° 51+ 0,7 1,7+ 0,1
20:4 n-6 0,5+ 0,0 3,0+ 0,4
20:5 n-3 8,9+ 0,4 10,6+ 0,2
22:1° 6,0+ 1,3 1,1+ 0,3
21:5n-3 0,0 0,& 0,1
22:5n-6 0,5+ 0,4 0,7+ 0,2
22:5n-3 tr 0,8+ 0,1
22:6 n-3 11,1+ 0,3 10,8+ 0,5
24:1 n-9 0,9+ 0,5 0,7+ 0,2
UK 0,7+ 0,3 2,9+ 0,0
Totales

Saturados 25,8 1,2 33,9+ 0,1
Monoenos 37,% 3,0 29,3+ 1,6
n-6 7,3+ 0,1 7,6+ 0,7
n-3 26,0+ 1,9 24,0+ 1,1
n-3 HUFA 212+ 1,3 23,0+ 1,0
DHA/EPA® 0,8+ 0,0 1,0+ 0,0

Media + desviacion estandar (n=3). Los totales
incluyen algunos componentes no mostrados.
Contiene isémeros n-9 y n-7Contiene isémeros
n-11 y n-9;°¢ 22:6n-3/20:5n-3; tr. valores 0,3-
0,5%; 0,0 valores 0,3%.

Al igual que en el experimento anterior, el creemo y supervivencia de los
ejemplares sometidos a estudio no se vieron afestadr la presencia de astaxantina en la

dieta (Tabla 4.11.5).

92



Tabla 4.11.5
Peso (g), talla (cm), supervivencia (%) y factorcdadicion (g-crii) de los alevines de bocinegro al comienzo
de la experiencia y tras 4 meses de alimentacidiasodietas: B, N25, N50, CP25, CP50 y B+C.

Dietas Inicial B N25 N50 CP25 CP50 B+C
Peso 5& 1,0 71,4+ 3,1 68,7+ 9.4 70,7+3,1 66,0+ 1,1 71,3+ 0,3 78,4+ 2,7
Talla 5,8+ 0,4 13,7+ 0,3 13,5+ 0,6 13,5+ 0,2 13,3 0,0 13,6+ 0,0 14,3+ 0,5
Supervivencia 10é 0,0 79,2+ 5,8 82,5+ 25 81,5+ 8,3 73,3 7,2 86,7+ 1,4 85,8+ 8,0
Factor de Condicion 2,56 2,78 2,79 2,87 2,81 2,83 2,68

Media + desviacion estandar (n° inicial de pecastfadamiento: 150B, dieta basal carente de astaxantina;
N25 y N50, 25 6 50 migg’ de astaxantina-NatuRoseCP25 y CP50, 25 6 50 rkg' de astaxantina-
CarophylP Pink; B+C, 88% dieta basal + 12% camarén descadgel

Sin embargo, y una vez mas, el 100% de los paesegibieron un tratamiento con
astaxantina, ya fuera sintética (CP25, CP50) orala{tN25, N50, B+C), mostraron una
coloracién rojiza en su piel, mientras que los pealtmentados con la dieta basal (B)
mostraron una piel de coloracion grisacea (Fid.73.1Estos resultados vienen a confirmar
que la inclusidon de astaxantina en la dieta, cimdguque sea su origen, promueve la
pigmentacion rojiza de la piel de los ejemplareboenegro Pagrus pagrussometidos a

experimentacion.
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Fig. 4.11.7. Fotografia de los peces de los tragsmais ensayados. B, dieta basal carente de asited25 y
N50, 25 6 50 mgg” de astaxantina-NatuRoseCP25 y CP50, 25 6 50 rhg* de astaxantina-Carophyll
Pink; B+C, 88% dieta basal + 12% camardn descodgela

De modo adicional y con el objetivo de realizar agtudio mas completo de la
pigmentacién de los ejemplares de bocinegro, ee esperimento determinamos la
presencia de cromatoforos en la piel de algundsidubs de los distintos tratamientos. Para
ello, se tomaron del tejido dérmico de los ejemgdaalgunas escamas, cuyos cromatoforos
fueron fotografiados utilizando una camara fotagedfcoplada a un microscopio éptico. De

este modo, fue posible observar los melanéforanysu caso, los xantéforos conteniendo

los carotenoides (Fig. 4.11.8).
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Fig. 4.11.8. Fotografias de escamas de peces alades con los distintos tratamientos. Cada imagea e
identificada en la esquina superior derecha cdratmiento al que pertenece y el aumento al geddmada
en el microscopio 6ptico. B, dieta basal caremtestaxantina; N25 y N50, 25 6 50 -kuj* de astaxantina-

NatuRose; CP25 y CP50, 25 6 50 nkg* de astaxantina-CarophylIPink; B+C, 88% dieta basal + 12%
camaron descongelado.
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A pesar de que todas las dietas suplementadas stakaatina produjeron peces
coloreados, la forma esterificada de este caralen®25, N50 y B+C) dio mejor resultado
en términos de tonalidad y regularidad en la pigamén, que la astaxantina libre (CP25 y
CP50). Estos ultimos tratamientos daban lugar a aoharacion més desigual y menos
“natural” que la resultante al utilizar astaxantesterificada. En este sentido, y de forma
particular, los tratamientos N25 y B+C fueron lasegprodujeron un tono rojizo mas
parecido al que presentan los ejemplares de egéxiesen el medio natural (Fig. 4.11.7).
Este hecho, se traduce en que la inclusién de 2Egihgle astaxantina esterificada en la
dieta podria ser suficiente para promover una byeégentacion en ePagrus pagrus
Teniendo en cuenta el alto coste que supone lasidel de los carotenoides en las dietas, a
nivel comercial, el utilizar menores dosis de éswdraduce también en un menor coste de
produccion, lo que reportaria mayores beneficilos @acuicultores.

De los analisis de los extractos de carotenoidedizeglos mediante HPLC
(Fig. 4.11.9, Tabla 4.11.6) se desprende que elteoidlo total de carotenoide presente en la
piel de los peces alimentados con los 5 tratamsestperimentales (N25, N50, CP25, CP50,
B+C) (43,7 — 68,8 mig™) fue muy superior al de los peces alimentadoslaatieta basal
(B) (7,1 mgkg™). Aunque no existieron diferencias significativestre los contenidos de
carotenoides de los peces alimentados con diepésnsentadas con NatuRoséN25, N50)

y los alimentados con la dieta control positivo (B;i+el grupo de peces alimentados con la
dieta N50 present6 valores algo mas elevados qalimentados con la N25 y la B+C
(Tabla 4.11.6, Fig. 46). Por otro lado, el contemitbtal de carotenoides en la piel de los
peces alimentados con las dietas suplementada€ammphylf Pink (CP25, CP50) fueron

similares a aquellos encontrados en los alimentedodNatuRose 25 mgkg™ (N25) y con
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el control positivo (B+C), pero menores que losspreges en los peces alimentados con

NatuRose 50 (Fig. 4.11.9, Tabla 4.11.6).
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Fig. 4.1.9. Contenido total de carotenoides {gg) presente en la piel de los
peces alimentados con los distintos tratamientetsudos: B, dieta basal carente de
astaxantina; N25 y N50, 25 6 50 #kgj* de astaxantina-NatuRoseCP25 y CP50,
25 6 50 megkg™ de astaxantina-Caroph§lIPink; B+C, 88% dieta basal + 12%
camaron descongelado, (n=9). Letras distintas amdidiferencias significativas
entre tratamientos (p< 0,05).

Tabla 4.11.6

Contenido total de carotenoides y astaxantina-Kgty, perfil de carotenoides (%) y nivel de peréxidos
lipidicos (meq @kg™ delipido) de la piel de peces alimentados con lagsieB, N25, N50, CP25, CP50 y
B+C.

Dietas B N25 N50 CP25 CP50 B+C

Total
Carotenoides 7,% 1,3c 58,1+6,2 ab 68,8+ 14,0a 43,7+2,8b 48,8+10,4b 55,2+8,1 ab
Astaxantina 2,8 0,2c 489t4,8a 46,0+4,4 a 29,1+24b 31,6440 b 41,0+11,1ab

Carotenoides

A. diéster 39,k 46b 79,689 a 63,353 a 652+55a 633+8,1 a 71,709 a
A. monoéster 0,8& 0,2b 44+18a 3,4+*15 ab 1,3+04b 1,404 b 2,4+ 0,8 ab
A. libre 0,0+ 0,1 0,2+0,1 0,2+ 0,1 0,1+0,0 0,1+ 0,1 0,1+ 0,0

T. diester 60,2t 4,7a 15889 c¢ 33,1+6,3 b 334+59b 35,1+83 b 25,8+1,2 bc

Peroxidos 13,3+ 0,9a 100+1,1b 99+08 b 106+13ab 105+19 ab 9,5+t05 b
Media + desviacion estandar (n=9). B, dieta basaénte de astaxantina; N25 y N50, 25 ¢ 50kgigde
astaxantina-NatuRoSge CP25 y CP50, 25 6 50 rkg* de astaxantina-CarophylPink; B+C, 88% dieta
basal + 12% camarén descongelado. A, astaxantipduriBxantina. Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos (p< 0,05).
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Los analisis realizados utilizando HPLC tambiénetason que el carotenoide
predominante en la piel de los peces alimentadosla® dietas experimentales fue la
astaxantina Los contenidos de este pigmento en los distibt@msmientos siguieron un
patron similar al descrito anteriormente para eiteoido total de carotenoides. Asi, los
contenidos de astaxantina presentes en los pesasntddos con los 5 tratamientos
experimentales (N25, N50, CP25, CP50, B+C) fueignifsicativamente superiores (31,6-
48,9 mgkg™) a los encontrados en los peces alimentados cdieta basal (B) carente de
carotenoides (2,8 migg™?) (Fig. 4.11.10, Tabla 4.11.6). No se encontraroim ®mbargo,
diferencias significativas entre el contenido d&emntina presente en la piel de aquellos
peces alimentados con NatuRose™ (N25, N50) y elregraxdo en la piel de los alimentados
con el control positivo (B+C), si bien, en esteccks peces del tratamiento N25 presentaron
contenidos algo mas elevados de astaxantina qdel étatamiento B+C. Por dltimo, los
peces alimentados con CaropfiylPink (CP25, CP50), presentaron contenidos de
astaxantina similares a los de los peces de la dmttrol positivo (B+C) y menores a los
encontrados en los peces alimentados con las diedsmentadas con NatuRose™ (N25,
N50) (Fig. 4.11.10, Tabla 4.11.6).

El hecho de que tras los 4 meses de estudio nteears diferencias en cuanto al
contenido de astaxantina entre los ejemplares atades con las dietas N25 y N50, sugiere
que podria existir cierto grado de saturacion, @acima del cual el animal no podria
depositar mas astaxantina en la piel. Estudiosadles a cabo en la dorada australiana
(Pagrus auratup presentan resultados similares, asi, ejempldmegersandos durante 6
meses con dos dietas con diferente contenido eaxamdina libre (36 y 72migg™,
Carophylf’ Pink), dieron como resultado una coloracién ro§irailar para ambos grupos de

peces al final del experimento (Booth et al., 2004)
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Fig. 4.11.10. Contenido total de astaxantina {kad) presente en la piel de los
peces alimentados con los distintos tratamientesadds. B, dieta basal
carente de astaxantina; N25 y N50, 25 ¢ 5ekgigde astaxantina-NatuRose
CP25 y CP50, 25 6 50 kg de astaxantina-CarophyIPink; B+C, 88% dieta
basal + 12% camarén descongelado, (n=9). Letrdistds indican diferencias
significativas entre tratamientos (p< 0,05).

Si tenemos en cuenta que los peces alimentadoumarfuente esterificada de
astaxantina (N25, N50, B+C) no sélo presentan wiaracion mas “natural”’, sino que
poseen los contenidos mas elevados de carotenoide yt astaxantina, los resultados
parecen indicar que, a igualdad de aporte dietdeicastaxantina, existe una eficiencia
metabolica superior de la forma quimica esterifcadmparada con la forma libre de la
astaxantina (CP25, CP50). En estudios llevadosb® em Chrysophrys majorse han
obtenido resultados similares, siendo la pigmeétagy el contenido de carotenoides
decreciente al utilizar, en este orden, astaxadigster, astaxantina monoester y astaxantina
libre como fuentes de carotenoides en la dietatéef al., 1983; Nakazoe et al., 1984; Ito et
al., 1986; Ha et al., 1993). Esto contrasta combleervado para salmén vy trucha, en los que
la forma libre de astaxantina (CaropfiyRink) parece dar mejores resultados que la forma
esterificada de este carotenoide en cuanto a cidordel musculo se refiere (Schiedt et al.,

1985; Foss et al., 1987; Storebakken et al., 1987 )mayor eficicencia de las fuentes de
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astaxantina esterificada en nuestro experimenidrigpger explicada bajo diferentes puntos
de vista. Por un lado, cabe esperar una mayor diegjitm de la astaxantina libre en las
dietas por ser ésta mas susceptible que la esteldfi de ser degradada durante su
almacenaje en los 4 meses de experimentacién. Btarib, y para confirmar que el aporte
de carotenoides era adecuado y no se veia modifijgadestos factores, el analisis de las
dietas se realizé al final de la experiencia, cab@ndose asi que la mayor presencia de
astaxantina en la piel de los bocinegros alimerstado fuentes esterificadas del carotenoide
no era debida a un aporte dietario superior aladedletas suplementadas con Caroffhyll
Pink. En segundo lugar, podria tratarse de una magtubilidad intestinal y mejor
incorporacion de los ésteres de astaxantina a iealas respecto a la forma comercial no
esterificada. Asi, los ésteres de astaxantina aodér mas facilmente disueltos (mayor
biodisponibilidad) en los lipidos dietarios, miesrque los productos sintéticos como el
Carophylf’ Pink, al menos en parte, consisten en nanopasiguhgregados embebidos en
una matriz y protegidos por una cubierta de cadrvatos (Horn y Rieger, 2001), que
necesita ser disuelta antes de que la astaxanig@apser absorbida. Sin embargo, esto no
explicaria las diferencias encontradas entre especi

En general, los carotenoides esterificados necesia hidrolizados antes de ser
absorbidos (Furr y Clark, 1997), aunque este heuhse ha comprobado en el tracto
gastrointestinal del bocinegro. De cualquier ma#ha comprobado que los carotenoides
esterificados con acidos grasos son sustratopak&al y de la colesterol esterasa (Breithaupt
et al., 2002). Mas aun, se ha demostrado que dsdimislada d€andida rugosay las
enzimas lipoliticas aisladas del intestino de salatantico Salmo salarL. 1758) y trucha
tienen diferente selectividad. Las dos ultimas pnseayor selectividad hacia acidos grasos

altamente insaturados, incluyendo al EPA (20:5 p-®)HA (22:6 n-3) comparados con
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otros mas saturados (Halldorsson y Haraldsson, )2aDd acuerdo con esto, la mayor
efectividad de la astaxantina esterificada encdaten el bocinegro y otros esparidos en
cuanto a absorcion del tracto gastrointestinalgyngintacion resultante de los tejidos, frente
a la menor eficacia de estas fuentes en salménidasia ser explicada por las diferencias
encontradas en cuanto a la selectividad de lasnasZipoliticas por ciertos acidos grasos y
el porcentaje de hidrélis de los sustratos.

En el caso del bocinegro, los analisis realizados ¢iPLC revelan que
independientemente de la forma quimica suministeada dieta, la forma quimica en la que
esta especie deposita la astaxantina en la pidd fEsma esterificada, predominando por
encima de cualquier otra, la forma diéster de pgjmento. Estos resultados estan en la
misma linea que los obtenidos por Pavlidis et2006) utilizando cromatografia en placa
fina (TLC) en ejemplares salvajes de esta mismaaosspy los obtenidos e@hrysophrys
major, en que la astaxantina diéster es también eleraymte prioritario presente en la piel
(Nakazoe et al., 1984).

Los analisis de HPLC revelaron también la presedeian segundo pigmento en la
piel de los ejemplares d@agrus pagruglel presente estudio. Se trata de un carotenoiele q
muestra el espectro de absorcion caracteristida waaxantina (Fig. 11.11), una xantofila
predominante en diferentes tejidos de especiegcespnarinos como la dorada japonesa, el
medregal del Japdn, la caballa, el arenque, lansaydalgunas especies de atun (Shahidi et
al., 1998). Teniendo en cuenta que en todos ltaniantos experimentales la astaxantina ha
sido la unica fuente de carotenoide utilizada, fes@encia de tunaxantina en la piel del
bocinegro alimentado con estas dietas sugiere @uesthxantina ha sido metabolizada a
tunaxantina. De hecho, varios estudios sostienen equ algunos peces existe un paso

metabolico reductivo desde astaxantina a tunaxania f-caroteno triol, zeaxantina y 3'-
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epiluteina (Matsuno, 1991, 2001; Schiedt, 1998)ptesencia de este carotenoide en la piel
de ejemplares d€hrysophrys majoy en los integumentos del medregal del Jagami¢la
quingqueradiata alimentados con astaxantina diéster como Unigatéude carotenoides en la
dieta (Fujita et al., 1983; Ibrahim et al., 1984ikivet al., 1985; Ha et al., 1993), refuerza
esta hipétesis. Del mismo modo, ejemplares deueh&r alpina o salvelinoSalvelinus
alpinus(L.)) alimentados con dietas suplementadas caxastina libre (Carophyil Pink),
también depositaron tunaxantina en su piel jurtitras xantofilas amarillas como la luteina

y la zeaxantina (Bjerkeng et al., 2000).

OH

A Y Ve Ve Ve Ve VA Ve VR

HO

Fig. 4.11.11. Estructura quimica del carotenoideatxantina.

Las proporciones relativas de ésteres de tunaeaptesentes en la piel de los peces
alimentados con los 5 tratamientos experimentalesoh siempre menores que las del
carotenoide astaxantina, mientras que en la piébsl@limentados con la dieta basal (B),
sucede lo contrario, es decir, la proporcion deatantina esterificada fue al menos dos

veces superior a la de la astaxantina diester (@38%) (Fig. 4.11.12, Tabla 4.11.6).
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Fig. 4.11.12. Perfil de carotenoides (%) presemntela piel de los peces alimentados con los
distintos tratamientos dietarios. B, dieta basatute de astaxantina; N25 y N50, 25 6 56kait

de astaxantina-NatuRoseCP25 y CP50, 25 ¢ 50 nkg* de astaxantina-CarophyIPink; B+C,
88% dieta basal + 12% camardn descongelado, (9astaxantina; T, tunaxantina. Letras
distintas indican diferencias significativas entegamientos (p< 0,05).

Estos resultados, en cuanto a proporciones de datin& en la piel, coinciden con
los encontrados por Ha et al. (1993)Ghrysophrys majgren un experimento en el que los
ejemplares control habian recibido también unaadiarente de astaxantina. Teniendo en
cuenta los bajos niveles de carotenoide total pteseen la piel de los peces alimentados
con la dieta basal (B) de nuestro experimento iffgkg?), este porcentaje de tunaxantina
esterificada (60% del total) se traduciria en uqueéo contenido de este carotenoide en
términos absolutos (4,3 rhkg®). Las diferencias observadas entre tratamientosogn
porcentajes de tunaxantina, probablemente reffegdinamica entre la dosis ingerida y las
transformaciones metabdlicas que tienen lugat erganismo.

Respecto a los analisis geroxidos lipidicospresentes en las muestras de piel de
los bocinegros del presente estudio, el nivel nitdsde estos compuestos fue observado en
los peces alimentados con la dieta basal (B) (18&8®-kg” de lipido), seguido de los
peces alimentados con los tratamientos CP25 (18¢6@nkg ™’ de lipido) y CP50 (10,5 meq
O.kg™de lipido) (Fig. 49, Tabla 4.11.6). Por el contmrios niveles méas bajos de peréxidos

lipidicos fueron hallados en los peces alimentados los tratamientos que contenian las
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fuentes naturales esterificadas de astaxantina; (M2® meq @kg’ de lipido), N50 (9,9
meq Q-kg'de lipido) y B+C (9,5 meq £kg ™ de lipido) (Fig. 4.11.13, Tabla 4.11.6).

A pesar de esta tendencia, en la que fuentes d®aasina esterificada parecen
generar un nivel de peroxidos menor en la piel, ddsrencias encontradas no fueron

significativas entre las fuentes de astaxantineriéisada y las fuentes de astaxantina libre.

16
a
14 T
12 L B
0. 0 N25
N50
(meq Q-kg™de lipido) 8 | O CP25
5 CP50
B+C
4
2 i
O _

Fig. 4.11.13. Nivel de peréxidos lipidicos (meg-Ky'de lipido) presente en las muestras
de piel de los peces alimentados con los distittlaamientos dietarios. B, dieta basal;
N25 y N50, 25 6 50 mig™ de astaxantina-NatuRoseCP25 y CP50, 25 6 50 nkg*

de astaxantina-Caroph§lIPink; B+C, 88% dieta basal + 12% camar6n descadgel
(n=9). Letras distintas indican diferencias siguifivas entre tratamientos (p< 0,05).

Estudios realizados en modelos de membnanatro han puesto de manifiesto que
los carotenoides son potentes antioxidantes y puiedieajar sinérgicamente con la vitamina
E (Nishigaki et al., 1994; Bell et al., 2000). Decho, existen multitud de trabajos que han
puesto de manifiesto la habilidad que poseen sat@estos compuestos para interferir en
las reacciones producto de la accion de los ragfidddres, particularmente con aquellas que
derivan en la peroxidacion lipidica (Tacon, 198LytBn, 1989; Torrisen, 1989; Liebler,

1993; Krinsky, 1993; Britton, 1995b; Woodall et, dl997; Martin et al., 1999). Como ya se
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ha comentado con anterioridad, esta actividad osksalta por los carotenoides resulta
particularmente importante en peces, que poseeralton contenido de acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) en sus tejidos, los cualesdpn ser facilmente atacados por los
radicales libres, dando lugar a perdxidos lipidi@dalliwell y Chirico, 1993). Nuestros
resultados, que evidencian una mayor cantidad dides en los peces alimentados con la
dieta basal carente de carotenoides, son simitates mostrados por Miki (1991), quien,
por su actividad, describi6é a la astaxantina téibte como esterificada, como compuestos
“quenchers” contra el oxigeno singlete cuando sopleadosn vivo.

El estado de oxidacion lipidica puede ser deterdune s6lo midiendo el nivel de
peroxidos lipidicos presentes en las muestras,también evaluando otros productos de la
peroxidacién primaria como son las pérdidas de oacigrasos insaturados o de la
peroxidacion secundaria, como puede ser la formad@ carbonilos e hidrocarburos
gaseosos (Halliwell y Chirico, 1993).

Teniendo en cuenta que el andlisis de los peroXigadicos arrojo un resultado
interesante a nuestra investigacion, se decidiizagaun estudio mas profundo del perfil
lipidico de las muestras, con el fin de determsidambién éste se habia visto influenciado
por la adicion o no de astaxantina a la dieta.

Con este fin, realizamos el analisis del conteniedipido total y del perfil de clases
lipidicas de dicho lipido, encontrando que en ampagmetros no se evidenciaban
diferencias entre los distintos tratamientos diesar Independientemente de la dieta
utilizada, los triacilgliceroles (TAG) fueron laagle lipidica predominante entre los lipidos
neutros, mientras que la fosfatidilcolina (PC) ydsfatidiletanolamina (PE) presentaron los

mayores porcentajes dentro de los lipidos polaessitados que concuerdan, a su vez, con
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los encontrados en el lipido extraido de carcasdizado en nuestra primera experiencia

(Tabla 4.11.7).

Tabla 4.11.7
Contenido de humedad vy lipido total, y composiaénclases lipidicas de la piel de los peces aliagerst
con las dietas: B, N25, N50, CP25, CP50 y B+C.

Dietas B N25 N50 CP25 CP50 B+C
Humedad (%) 57,8438 57,541 57,002,7 56,0631 55235 57,7+35
Lipido Total (% p.s) 18,1+15 20,+22 21,216 20,925 20,215 18,7+27
Clases Lipidicas (% LT)

Esfingomielina 0,60,3 0,6+ 0,3 0,4+ 0,2 0,4+ 0,3 0,7+£0,4 0,5+ 0,2
Fosfatidilcolina 6,3 1,9 7,1+ 2,3 56t1,1 4,7+ 15 6,0+ 1,6 6,1+ 0,7
Fosfatidilserina 1,05 1,1+ 0,5 0,8+ 0,1 0,8+ 0,3 0,9+ 0,3 1,0+ 0,2
Fosfatidilinositol 0,% 0,3 0,9 0,3 0,8+ 0,1 0,6+ 0,3 0,8+ 0,3 0,8+ 0,2
Fosfatidilglicerof 0,6+0,4 06+£05 0402 04+03 0,7406 05+05
Fosfatidiletanolamina 351,3 3,7+1,3 2,7+ 0,5 2,4+ 0,8 3,1+1,1 3,5+ 0,8
Colesterol 9,&1,7 8,5t1,5 8,1+ 0,9 9,0+ 2,2 8,0+1,4 10,40,8
Triacilglicerol 71,7+82 69,1+88 77,+38 77,468 73,46,2 70526
E.E. y ceras 52,1 8,325 35+1,1 4,3+1,4 6,4+ 1,4 6,6+ 1,4
Total lipido neutro 87845 85%50 89,221 90,7+34 87,864,1 87,6+2,1
Total lipido polar 13,645 14,150 10,8 2,1 93+34 12,2+4,1 12,421

Media + desviacién estandar (n=8Puede incluir también acido fosfatidico y cardimip p.s.: Peso seco.
B, dieta basal carente de astaxantina; N25 y R5@ 50 mekg™ de astaxantina-NatuRoseCP25 y CP50,
25 6 50 mekg” de astaxantina-CarophyIPink; B+C, 88% dieta basal + 12% camar6n descadgelE.E,

ésteres de esteroles.

Teniendo en cuenta que las pérdidas de acidossgnasaturados son consideradas
como un indicador primario de peroxidacion lipidiea la presente experiencia analizamos
el perfil en acidos grasos tanto del lipido totaho de los triacilglicéridos (TAG) y del total
de lipidos polares (TP).

Asi, los acidos grasos predominantes en el LT dastéas muestras de piel fueron
18:1, 16:0, seguido por 22:6n-3 (DHA), 16:1, 20BHEPA), 22:1, 20:1 y 18:2n-6; los

cuales representaron aproximadamente un 70% dbi figtal. (Tabla 4.11.8).
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Si bien existen diferencias significativas entrguabs &cidos grasos, éstas no
parecen seguir ninguna tendencia o patron espeeificelacion con la fuente, nivel o forma
guimica de la astaxantina suministrada. Ello poéxigicarse si se tiene en cuenta que los
valores de los acidos grasos de cada réplica (deQ)n mismo tratamiento fueron muy
similares entre si, por lo que pequefas variacioapfe tratamientos resultaron

estadisticamente significativas.

Tabla 4.11.8
Principales acidos grasos del lipido total (LT) f&s0) de la piel de los peces alimentados conidaasd B,
N25, N50, CP25, CP50y B+C.

Dietas B N25 N50 CP25 CP50 B+C

14.0 3,8+ 0,3 3,8+0,2 40+ 0,3 40+ 0,2 40+ 0,2 40+ 0,0
14:1 0,8+00a 09+01 a tr b tr b tr b tr b
16:.0 18,1 + 0,1 17,6 £ 0,5 17,2 + 0,8 17,8 + 0,6 17,3+ 0,4 175+ 0,3
16:1° 74+02b 73+02 bc 6,7+ 05cd 6,4+ 0,6d 6,7+ 02 cd 82+ 0,1 a
18:0 24+ 0,2 2,5 +0,2 26+ 0,2 25+ 0,1 2,4+ 0,2 24+ 0,1
18:1° 22,6+ 0,9 22,2+ 1,0 22,0+ 1,0 22,5+ 0,9 22,1+ 05 220+ 0,7
18:2 n-6 45+ 0,2 46 +0,1 4,7+ 0,3 48 + 0,1 4,7+ 0,1 47+ 0,1
18:3 n-3 1,6+ 0,1 1,6 +0,1 1,7+ 0,1 1,7+ 0,2 1,7+ 0,1 1,7+ 0,0
18:4 n-3 15+02b 16+02 ab 1,7+ 0,1ab 18+ 02a 18+01a 16+ 0,1 ab
20:1° 51+02ab 50+02b 54+03a 52+02ab 53+ 02ab 50+ 0,1 ab
20:4 n-6 tr b 05+00 a tr ab 0,5+ 0,0a tr ab tr ab
20:5 n-3 6,5+02b 6,7+0,2 ab 6,5+ 0,3b 70+ 0,3a 6,9+ 02 ab 6,6+ 0,1 ab
22:1b 54+ 02bc 51+£02 c 58+ 0,2a 56+ 0,3ab 57+ 0,2 ab 54+ 0,1 bc
22:5n-3 1,1+ 0,0 1,1+0,1 1,1+ 0,1 1,2+ 0,1 1,1+ 0,1 1,1+ 0,1
22:6 n-3 12+ 1,4 13,6 + 1,3 13,0 + 0,6 13,0 + 0,7 13,5+ 1,0 129+ 0,4
UK 1,3+ 0,3 09+04 0,8+ 0,3 09+ 04 0,8+ 0,3 1,3+ 0,2
Totales

Saturados 25,1+ 0,2 248+ 04 246+ 1,0 251+ 0,3 246+ 04 24,7+ 0,2
Monoenos 42,4+ 1,1 415+ 1,0 412 + 1,7 412+ 0,7 415+ 0,4 42,1+ 0,3

n-6 58+02c¢c 60+01bc 63+03a 63x01lab 61+ 01ab 60 01 bc
n-3 2311 250+1,0 242+ 0,6 248+ 0,4 253+ 0,8 241+ 0,3
n-3 HUFA 20,7+ 1,3 218+1.2 20,8+ 0,5 213+ 04 21,8+ 0,8 20,9+ 0,4
DHA/EPA" 20+ 03 20+0,2 20+ 0,2 19+ 0,2 19+ 0,2 20+ 0,1

Media * desviacion estandar (n=9). Los totalesuiymh algunos componentes no mostradoSontiene
isémeros n-9 y n-7° Contiene isémeros n-11 y n-922:6n-3/20:5n-3; tr. valores 0,3— 0,5%; 0,0 vadote
0,3%. B, dieta basal carente de astaxantina; NS50; 25 6 50 mgg” de astaxantina-NatuRoSeCP25 y
CP50, 25 6 50 mig™” de astaxantina-CarophyIPink; B+C, 88% dieta basal + 12% camarén descadgel
Las medias que llevan letras distintas presentanedicias significativas (p<0.05).

En todas las muestras de piel, independientemehteatamiento dietario, los acidos

grasos predominantes de los TAG fueron 18:1, segpa 16:0, 16:1, 22:6n-3 (DHA),
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22:1, 20:1, 14:0 y 20:5n-3 (EPA); los cuales repngsron en torno al 80% de esta clase
lipidica. No se encontr6 ninguna diferencia sigaifiva entre la composicion de &cidos

grasos de los triacilglicéridos (TAG) de la piellds 6 tratamientos dietarios (Tabla 4.11.9).

Tabla 4.11.9
Principales acidos grasos de los triacilglicéri{ibaG) (% peso) de la piel de los peces alimentaurs
las dietas: B, N25, N50, CP25, CP50 y B+C.

Dietas B N25 N50 CP25 CP50 B+C
14:0 45 + 0,7 48 + 0,5 50 + 0,6 48 + 0,6 49 + 0,6 44 + 0,4
15:0 tr tr tr tr 05 +0,2 tr
16:0 195+22 212+3,2 212+25 204+30 20226 195+23
16:1°2 79 +0,8 82 +0,4 88 + 0,8 82 +0,9 87 +1,0 8,0+ 0,6
18:0 39+04 42 + 0,5 42 + 0,7 3,8+0,3 40+04 38 +0,6
18:12 243 +20 250 +13 255+24 246+25 245+25 243+1,7
18:2 n-6 45 + 0,3 40 + 1,0 38+1,1 44 + 0,7 40 + 0,8 46 + 0,5
18:3 n-3 14 + 0,2 12 £ 0,5 11 £ 0,5 13+0,4 12 +0,4 14 £ 0,3
18:4 n-3 13+04 10 £ 0,6 09 +0,5 12 £+ 0,6 11 £ 0,5 13+£0,4
20:1° 56 +0,4 58 + 0,6 61 £ 0,6 56 + 0,6 58 £ 0,5 55 +0,5
20:5n-3 45+ 1,7 34 +22 30 +2,3 40+ 2,2 36 +2,0 45 + 1,8
22:1° 64 +0,4 65 + 0,7 70 £ 0,7 65 + 0,7 68 £ 0,6 63 = 0,7
22:5n-3 07 +0,3 06 + 0,4 tr 07 £0,3 06 £ 0,3 07 £0,3
22:6 n-3 76 + 3,6 56 + 3,4 48 + 3,9 66 + 3,8 58 + 3,8 73 +3,1
UK 15+0,2 17 £ 0,6 18 £ 0,7 16 £+ 0,2 20+ 0,7 17 £ 0,3
Totales
Saturados 20,+32 313+43 316+40 300+4,0 302+3,6 288+33
Monoenos 45, + 35 470 +3,2 492+46 465+45 478+43 457 +3/4
n-6 55 + 0,5 48 + 1,1 45 + 1,3 52 +1,0 48 £ 1,0 55 +0,7
n-3 161 +6,3 123+7,3 106+7,8 143+7,4 129+7,3 158+6,1
n-3 HUFA 133 +£5,7 100 +6,2 8 +6,7 117+6,4 10,5+6,3 130+5,3
DHA/EPA® 16 +£0,2 17 £ 0,2 15+ 0,2 16 £ 0,2 15+ 0,3 16 £ 0,1

Media + desviacién estandar (n=9). Los totalesuiymh algunos componentes no mostrad@ontiene
isémeros n-9 y n-7Contiene isdmeros n-11 y n-922:6n-3/20:5n-3; tr. valores 0,3— 0,5%; 0,0 vadore
< 0,3%. B, dieta basal carente de astaxantina; NR50, 25 6 50 mgg™ de astaxantina-NatuRose
CP25 y CP50, 25 6 50 nig™ de astaxantina-CarophyIPink; B+C, 88% dieta basal + 12% camarén
descongelado.

Finalmente, los acidos grasos mas representatigotothl de lipidos polares (TP)
fueron 16:0, 18:1, seguido por 22:6n-3 (DHA), 18:@20:5n-3 (EPA), representando en

torno a un 70% de los acidos grasos de esta fratipidica (Tabla 4.11.10).
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A pesar de que se encontraron algunas diferengiaificativas entre tratamientos en
algunos acidos grasos concretos de los lipidoggmld8:4n-3 y 20:1), tanto el total de

saturados, como de monoenos, n-6 y n-3 fueronagualtre los seis tratamientos dietarios.

Tabla 4.11.10
Principales acidos grasos del total de lipido pi&) (% peso) de la piel de los peces alimentadodas
dietas: B, N25, N50, CP25, CP50 y B+C.

Dietas B N25 N50 CP25 CP50 B+C
14:0 11+0,1 1,2+0,3 0,8+0,2 09+0,3 1,0+0,1 1,0+0,0
16:0 240 +0,6 279+29 25,4+2,6 283 +2.8 23,1+0,5 26,5+2,0
16:1°2 34+0,5 3,7+0,3 45+0,3 39+0,4 4,1+0,9 3,5+0,6
18:0 79 +0,4 83+1,2 8,6 +0,9 92+1,3 8,1+0,8 8,7+0,6
18:12 160+1,4 171 +1,7 185+1,7 16,7 £2,2 15,8+0,6 15,6+1,3
18:2 n-6 B +0,5 38+0,2 4,1+0,2 35+0,7 3,9+0,5 3,6 +0,6
18:3 n-3 tr % +0,1 tr tr 0,5+0,1 tr

18:4 n-3 14 +0,3a 07 +0,2ab 0,5+0,0b 13+05a 1,1+0,3ab 1,2+0,2a
20:1° 18+0,2bc 20+0,0ab 2,3%0,2a 16 +0,2¢c 1,8+0,1bc 1,7+0,1bc
20:4 n-6 2 +0,2 17+05 1,7+0,4 16 +0,3 2,0+0,4 2,0+0,4
20:5 n-3 5;0+1,1 48+2,0 49+1.2 43+1,0 5,3+0,9 51+1.1
22:1° 13+0,4 06 +0,5 1,1+0,1 10+0,2 1,1+0,2 1,0+0,1
22:5n-3 11 £0,3 09+0,1 0,9+0,3 09+0,3 1,0+0,1 1,1+0,4
22:6 n-3 161 +2,9 148 £5,2 14,8+4,2 124 £4,9 17,0+£2,8 14,2+2,8
UK 29+0,3 23+0,5 2,4+0,7 33+0,5 25+0,4 3,4+0,8
Totales

Saturados 38+16 390+7,0 36,9+4,0 403 +4,2 34,116 37,9+£3,0

Monoenos 28 +2,6 25915 28,8+2,0 263 +25 26,1+0,8 255+2,0

n-6 80+1,2 71+0,2 7,1+0,9 6,7+0,3 7,8+0,7 7,704

n-3 260 +3,5 226 +8,2 22,0+£5,9 196 £5,9 26,1+3,0 22,7+3,5

n-3HUFA 240+3,8 212+8,0 20,9+5,8 179 +5,8 245+3,3 21,0+£3,7

DHA/EPA® 28+0,5 31+0,3 3,0+£0,2 28+0,6 32+0,1 2,8+0,3
Media + desviacion estandar (n=9). Los totalesuy®h algunos componentes no mostradaSontiene
isémeros n-9 y n-7Contiene isémeros n-11 y n-922:6n-3/20:5n-3; tr. valores 0.3— 0.5%; 0.0. vedot
0.3%. B, dieta basal carente de astaxantina; N950; 25 6 50 mésg’ de astaxantina-NatuRoSeCP25 y
CP50, 25 6 50 mig™ de astaxantina-CarophyIPink; B+C, 88% dieta basal + 12% camarén descadgel
Las medias que llevan letras distintas presentanedicias significativas (p<0.05).

Aunque las pérdidas en acidos grasos insaturadeepuser consideradas como un
signo de peroxidacion lipidica cuando se estahlecestado de deficiencia en antioxidantes,
se ha observado que en algunos tejidos especifoo® el higado puede existir una
superproduccién compensatoria de PUFAs (Baker yid3avi996). En la presente

experiencia, no se hallaron signos de pérdidasensuperproduccién de acidos grasos
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insaturados en el LT ni en las fracciones de TARyde la piel. Tal y como se comenté con
anterioridad, las pequefias diferencias encontreil@sertos acidos grasos no parecen seguir
un patron especifico relacionado con los distirttasamientos dietarios sino mas bien
parecen estar relacionadas con la homogeneidateresen los resultados dentro de un
mismo tratamiento.

En definitiva, los resultados sugieren que la asttira dietaria no ejercié un papel
protector relevante en lo que respecta a la comigosen PUFA de la piel de los distintos
grupos de peces. Sin embargo, y de acuerdo al evpkerdxidos, si parece haber un cierto
papel protector de la astaxantina, si bien, loslt@dos indican que en el grupo de peces
alimentados con la dieta basal (B) ese papel ddaoke podria haber sido suplido por la
vitamina E y/u otros antioxidantes afadidos en pekerhix” durante la formulacion del
pienso basal (B).

Como conclusion de la presente experiencia se patgear que los alevines de
bocinegro son capaces de utilizar eficientementw tia astaxantina esterificada de origen
natural como la libre de origen sintético afadela$a dieta, depositandola en su piel en su
forma mayoritariamente diester y adquiriendo coresultado un color externo rojizo
aceptable respecto al de los ejemplares del medioal. No obstante, el aporte dietario de
la forma esterificada de este carotenoide genesizaparente mayor eficiencia en términos
de deposicion y de una coloracion “mas naturalbmbgénea de los ejemplares

De los resultados obtenidos también se desprendelaguejemplares objeto de
estudio fueron capaces de transformar la astaxadtetaria en el carotenoide tunaxantina,

el cual también se deposito en su piel en su faster.
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Asimismo, del presente experimento se extrae qaedosis de entre 25- 30 kg™
de astaxantina en la dieta podria ser suficient pigmentar al bocinegro, lo que sugiere el

interés de ensayar dosis inferiores del pigmento.

Los resultados de la presente experiencia dietaara dado lugar a la siguiente

publicacion cientifica y comunicacién a congreso:

@ Tejera, N., Cejas, J. R., Rodriguez, C., BjerkdB\g,Jerez, S., Bolafios, A.,
Lorenzo, A., 2007. Pigmentation, carotenoids, lipefoxides and lipid composition of skin
of red porgy Pagrus pagrus fed diets supplemented with different astaxansources.

Aquaculture 270, 218-230.

® Tejera, N., Cejas, J.R., Jerez, S., RodriguezB@afios, A., Santamaria, F.J.,
Lorenzo, A. 2003. Efecto de diferentes fuentes deaxantina en la dieta sobre la
pigmentacion de alevines de bocinegi®adrus pagrus Abstracts del IX Congreso

Nacional de Acuicultura, 12— 16 Mayo 2003, Cadigpéiia. pp. 468-469.
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Experimento 111

Evaluacion del efecto de distintas fuentes, formgagmicas y niveles dietarios
(8'y 16 mgkg™ de dieta) de astaxantina, asi como de distintosetés dietarios de

cantaxantina (25 y 50 mekg™ de dieta) sobre el desarrollo, pigmentacién, pedd

carotenoides, nivel de peréxidos y composiciondipa de la piel del bocinegro.




1 111

Nociones introductorias

Los resultados obtenidos en la experiencia premaan que suplementar la dieta de
alevines de bocinegro con 25-30 -kuy* de astaxantina podria ser suficiente para obtener
ejemplares correctamente pigmentados. De dichadtades también se desprende que
podria existir cierto grado de saturacion en lomgspecta a la deposicion de astaxantina en la
piel de los ejemplares sometidos a estudio. Ad, Hocinegros alimentados con dietas
suplementadas con 25 rkg' de astaxantina, depositaron cantidades similagesdie
carotenoide a la de los que recibieron las dietplementadas con 50 riig®. Considerando
el alto coste que supone la inclusion de astaxar@m la dieta, el ajustar la dosis de este
carotenoide en las dietas de los ejemplares de@gk convierte en una prioridad que debe
ser abordada en el ambito de la investigacion fewar a cabo el cultivo de esta especie a
escala comercial. Teniendo en cuenta este aspatte| presente experimento se planted
evaluar la efectividad de niveles mas bajos (8 yntgkg™) de las fuentes dastaxantina
utilizadas en el Experimento Il de la presente nrean@s decir, el algdlaematococcus
pluvialis comercializada como NatuRosey la astaxantina sintética comercializada como
Carophylf’ Pink, para pigmentar de una forma adecuada lalplddocinegro.

Asimismo, dado que el buscar nuevas fuentes ddecarides capaces de pigmentar
los organismos de cultivo ha suscitado el integggattios grupos de investigacion y empresas
productoras de piensos acuicolas, en la presepeziercia se decidido ensayar como afectaba
la inclusion en la dieta de dos niveles (25 y 50kgid) del carotenoideantaxantina,

comercializado como CarophVIRed, a la hora de pigmentar la piel del bocinegro.
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Tal y como se ha realizado en la experiencia previal presente estudio tuvimos en
cuenta no soélo la pigmentacion adquirida por lasm@jares de cultivo, sino también
analizamos el contenido total, los perfiles y lasmfas quimicas de los carotenoides
depositados finalmente en la piel de los peces sosea estudio.

Del mismo modo, a fin de evaluar como afectabantdusion del carotenoide
cantaxantina y de niveles mas bajos del caroterasitbxantina en las dietas de bocinegro en
cuanto a proteccion frente a la peroxidacion lgadien el presente estudio también
evaluamos el contenido de perdxidos lipidicos gdenposicion lipidica de la piel de los

bocinegros de los distintos tratamientos dietarios.

Condiciones experimentales

Alevines de bocinegrd@agrus pagrusobtenidos en cautividad, con un peso medio
de 8,6 = 2,5 g, fueron divididos en 21 grupos de@&fes cada uno (7 tratamientos, con tres
réplicas).

Cada grupo de peces fue mantenido en un tanquextig-ig. 4.111.1) con un flujo de
agua de mar de 10 I/min, en condiciones de fotogerhatural. El nivel de oxigeno fue
mantenido cerca del nivel de saturacion median@aeion continua. La temperatura del

agua se mantuvo entre 21,9 y 24,5 °C a lo largexjerimento.
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Resultados y Discusici

Txperimenito I

Fig. 4.ll.1. Fotografia de algunos de los tanquawmpleados en el
experimento 3.

Siete tratamientos dietarios fueron fabricadosBI@MAR S.A de acuerdo a nuestro
disefio experimental. Una dieta basal sin carotesadadidosR) y 6 dietas experimentales,
con la misma formulacién base que la dieta basa pen diferentes fuentes y niveles de
carotenoide afadido. Dos de las dietas experineanfaleron suplementadas con 8 y 16
mgkg® (N8 y N16 de la fuente esterificada natural de astaxanéhalgaHaematococcus
pluvialis comercializada comblatuRose (Cyanotech, Hawaii) y otras dos dietas fueron
suplementadas también con 8 y 16kgg (CP8 y CP1§, pero de una fuente de astaxantina
libre sintética, el product€arophyll® Pink (Carophylf Pink 10% CWS, DSM Nutritional
Products Ltd). Otros dos tratamientos adicionalesdn formulados suplementando la dieta
comercial con 25 y 50 migg* (CR25 y CR5(Q de una fuente de cantaxantina sintética, el
productoCarophyll® Red (Carophylf Red 10%, DSM Nutritional Products Ltd).

Al igual que en el experimento previo, durante 4&@esdos peces fueron alimentados

diariamente con una cantidad de dieta equivaldmea 3% de su peso corporal, ajustando
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las tasas de alimentacion a la biomasa. Cada mg®etes fueron medidos para determinar
su peso Yy longitud, dos parametros necesariosdeaeaminar el factor de condicién de los

ejemplares. Los peces a los que se les realizé pwdidas fueron luego retornados a los
tanques. La mortalidad fue registrada diariamembeliéndose calcular, de este modo, los
indices supervivencia a lo largo del experimenta.pigmentacion de la piel fue también

determinada de modo visual y mediante fotografias.

Al final del periodo experimental, esto es, a losméses de alimentacion, se
sacrificaron 3 peces de cada tanque mediante $tipotérmico (9 por tratamiento). Al igual
gue en la experiencia anterior, en el presente rimpnto se procedié a analizar los
contenidos totales y perfiles de carotenoidessyctintenidos de astaxantina de la piel. Del
mismo modo, se determiné el nivel de perdoxidogliguis, asi como la composicion lipidica
corporal, esto es, el contenido de lipido totalcdaposicion en clases lipidicas de dicho
lipido y el perfil de acidos grasos del lipido tdiar), de los triacilglicéridos (TAG) y del
total del lipido polar (TP). Los protocolos seguduara llevar a cabo estos analisis han sido
ampliamente detallados en el apartado de Materétpdos de la presente memoria (Pag.

45-57).
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Resultados y Discusici

Txperimetito 11T

@Alga Haematococcus pluvialidlaturose™ (N8, N16)
Fuentes Astaxantina

de
Carotenoides | Cantaxantina => Carophyll® Red (CR25, CR50)

=5 carophyll® Pink (CP8, CP16)

A .
{(v)} Fotoperiodo natural (C

GO GO

3
IPm: 1m i 1m 1m
50 alevinesfl 50 alevines 50 alevinesjl 50 alevines 50 alevines 50 alevines

CR2t CR5C

B N8 N16 CP8

Y Sequimiento mensual

4 mese > * Crecimiento
* Supervivencia

~ ~— ~ * Ingesta

3 PECES/TANQUI— Choque hipotérmico
]

I
Muestreo de la piel

Carotenoides +—— Andlisic — Lipido

* Coloracion externa * Nivel de Peroxidos Lipidicos

* Extraccion de Carotenoides y lectulla * Extraccion LT
espectrofotométrica * Determinacion clases lipidicas

* HPLC —Contenido total, perfil de * Perfil de acidos grasos de LT, TAG, V|
carotenoides y total de astaxantina TP.

Fig. 4.11.2. Esquema del disefio experimental. Feende astaxantina: El algdaematococcus pluvialis
(Naturose™, N) rica en astaxantina monoéster staxantina sintética libore Caropt/Pink (CP). Fuente de
cantaxantina: Caroph{/liRed. B, dieta basal; LT, lipido total; TAG, trilggicéridos; TP, total de polares.
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Resultados y discusion

La dieta basal con la que se formularon todosrktarientos experimentales (Tabla

4.111.1) presenta la misma composicion proximal uempleada en el experimento anterior.

Tabla 4.111.1

Composicién proximal (% p.s) de la
dieta basal utilizada para formular todos
los tratamientos dietarios.

Composicién proximal (%)
Proteina 45
Grasa 23
Carbohidratos 16,4
Ceniza 7,8
Humedad 5,9

p.S: peso seco

El contenido en astaxantina de los tratamientosmios N8, N16, CP8 y CP16 y de
cantaxantina de los tratamientos CR25 y CR50 fudetarminados en laboratorio (HPLC),
presentando, los tratamientos formulados con astiswea valores inferiores a los niveles de

formulacion encargados a la empresa de piensos BRQN.A (Fig. 4.111.3, Tabla 4.111.2).

70

60 O N8
N16

=9 D CcP8

40 CP16

(mgkg?, p.s) - B CR25

CRS0

20,

1OT

0

Fig. 4.111.3. Contenidos en astaxantina y cantaranimgkg™) de los tratamientos
dietarios empleados.
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Tabla 4.111.2
Valores analizados (mgy?) de astaxantina y cantaxantina en las dietas mgpiedas.

Tratamientos dietarios N8 N16 CP8 CP16 CR25 CR50

Contenido de astaxantina (rkg?) 54 12,8 9,1 13,7 29,1 59,6
N8 y N16, 8 0 16 mgg™ de astaxantina-NatuRoseCP8 y CP16, 8 6 16 nigi’ de astaxantina-
CarophylP Pink; CR25 y CR50, 25 6 50 nkg* de cantaxantina-CarophyIRed.

La composicién en clases lipidicas de la dietalespleada para formular todos los
tratamientos y su perfil de acidos grasos estareseptados en las Tablas 4.111.3 y 4.111.4,

respectivamente.

Tabla 4.111.3

Contenido de lipido total (% p.s.), y perfil de
clases lipidicas (% de lipido total), de la
dieta basal (B)

B

Lipido Total 195+ 11
Clases Lipidicas

Esfingomielina 0,7+ 04
Fosfatidilcolina 6,4+ 1,6
Fosfatidilserina 0,8+ 0,2
Fosfatidilinositol 12+ 0,3
Fosfatidilglicerof 1,0 + 0,2
Fosfatidiletanolamina 9,4 17
Colesterol 9,9+ 0,6
Acidos grasos libres 5% 1,0
Triacilglicerol 56,5+ 1,7
Esteres de esteroles 94 0,5
Total lipidos neutros 80,% 0,2
Total lipidos polares 19,13 0,2

Media * desviacion estandar (n=3). a
También puede incluir acido fosfatidico y
cardiolipina. p.s.: Peso seco.
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Tabla 4.111.4

Perfil de acidos grasos del lipido
total de la dieta basal (B) (peso
hdamedo %).

B
14:0 59+ 0,3
15:0 tr
16:0 18,3+ 1,4
16:1° 70+ 0,2
16:2 1,0+ 0,0
17:0 1,0+ 0,0
16:3 tr
16:4 1,1+ 0,1
18:0 3,2+ 0,2
18:1°2 11,7+ 0,1
18:2n-6 4,3+ 0,1
18:3n-3 1,2+ 0,1
18:4 n-3 2,9+ 0,2
20:0 0,0
20:1° 6,1+ 0,3
20:4 n-6 0,6+ 0,0
20:4 n-3 0,6+ 0,0
20:5 n-3 11,0+ 0,4
22:1° 73+ 0,3
22:2 n-6 tr
22:5n-6 0,0
22:5n-3 1,1+ 0,1
22:6 n-3 11,9+ 0,5
24:1 n-9 0,0
UK, 1,1+ 0,3

Totales

Saturados 29, 1,6
Monoenos 32,5 0,4

n-6 6,0+ 0,1

n-3 28,7+ 1,3

n-3 HUFA 24,6+ 1,0
DHA/EPA® 1,1+ 0,0
Media + desviacion estandar
(n=3). Los totales incluyen
algunos componentes no
mostrados.? Contiene isémeros
n-9 y n-7; Contiene isémeros n-
11 y n-9; € 22:6n-3/20:5n-3; tr.
valores 0,3-0,5%; 0,0 valores
0,3%.

La composicion de la astaxantina presente en Es#da empleadas para suplementar
las dietas empleadas en este experimento coinciéaadescrita en el experimento anterior,

ya que la mayoria de la astaxantina presente ediétas suplementadas con Naturose
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encuentra en su forma quimica monoéster y en éaasdsuplementadas con Carophfink,
la astaxantina es libre y presenta diferentes isgeneSin embargo, el andlisis de la
cantaxantina reveld6 un solo pico cromatograficoreggondiente a la forma quimica
predominante en que se presenta este carotermidera trans.

Al igual que en las experiencias previas, el cremimo o supervivencia de los
ejemplares sometidos a estudio no se vio afectad@presencia de carotenoides en la dieta

(Tabla 4.111.5).

Tabla 4.111.5

Peso (g), talla (cm), supervivencia (%) y factor amdicién (g-crfi) de los alevines de bocinegro al
comienzo de la experiencia y tras 4 meses de afamiém con las dietas: B, N8, N16, CP8, CP16, CRR25
CR50.

Inicial B N8 N16 CP8 CP16 CR25 CR50
Peso 8,6+ 25639+ 1,1 61,6+ 1,2 63,6+ 3,2 64,5+ 20 64,4 1,3 64,3+ 2,8 78,4+ 2,7
Talla 6,8+ 0,7 129+ 0,1 125+ 0,1 12,8+ 0,1 12,9+ 0,2 12,8 0,2 13,0+ 0,3 14,3+ 0,5
Supervivencia 100+ 0,0 81,1+ 3,8 81,1+ 5,1 83,3+ 8,8 88,9+ 5,1 77,8 1,9 78,9+ 51 85,8+ 8,0
Factor de Condicion 2,7 3,0 3,1 3,1 3,0 3,1 3,0 3,0

Media + desviacion estandar (n° inicial de pecednatamiento=150pB, dieta basal carente de astaxantina; N8
y N16, 8 0 16 mgg™ de astaxantina-NatuRoseCP8 y CP16, 8 6 16 mgj” de astaxantina-CarophyIPink;
CR25 y CR50, 25 6 50 mgy™ de cantaxantina-CarophyIRed.

En lo referente al especto externo de los ejenplae cultivo, en el presente
experimento no se obtuvieron buenos resultados igimemtacion, no observandose una
diferencia clara entre tratamientos. Asi, todospleses presentaron un aspecto externo poco
coloreado, si bien en los peces que recibierordietsis suplementadas con astaxantina, ya
fuera sintética (CP8, CP16) o natural (N8, N16)plsserva una ligera coloracion rosada en su
piel, mientras que en los peces alimentados cdreta basal (B) y con cantaxantina (CR25 y
CR50) la coloracién externa resulta bastante masacy grisacea (Fig.4.111.4). Estos
resultados indican que los niveles de astaxantinpleados en la presente experiencia

resultaron insuficientes a la hora de promoveraameecta pigmentacion de la piel. En cuanto
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a los ejemplares alimentados con las dietas supltagi@s con 25 y 50 nig® de
cantaxantina, la incorrecta pigmentacion obtenklg.4.111.4), coincide con la descrita por
Kalinowski et al., (2005) al emplear 100 #g' de este carotenoide para alimentar
ejemplares de esta misma especie. Este hecho uakcasta especie no puede, o al menos no
de forma eficaz, transformar este carotenoide asti@xantina que finalmente se depositara y
pigmentara su piel. En este sentido, estos resmdtatn similares a los descritos para
ejemplares de dorada japone&hrysophrys majgr especie, que tampoco puede llevar a

cabo esta transformacion quimica (Nakazoe et@84;1Ha et al., 1993).

Fig. 4.111.4. Fotografia de los peces de los tra¢euos ensayados. B, dieta basal carente de atitescaN8 y
N16, 8 6 16 mdg’ de astaxantina-NatuRoseCP8 y CP16, 8 6 16 nigy" de astaxantina-CarophyIPink;
CR25 y CR50, 25 6 50 mgay™* de cantaxantina-CarophyIRed.

122



A diferencia del experimento anterior, en el présem es posible concluir en cuanto
a eficiencia de las fuentes de astaxantina ensayaaa pigmentar los alevines objeto de
estudio, ya que los resultados no fueron positivaoe se aprecia una diferencia sustancial
entre los ejemplares alimentados con distintoseswe fuentes de astaxantina.

En cuanto a la deposicién de carotenoides en lalpitos ejemplares de bocinegro,
si bien ésta fue en general muy baja, los anaksiszados mediante HPLC confirman que
existe una mayor eficiencia de la fuente de astmaresterificada. Asi, los ejemplares
alimentados con la dieta suplementada con 1lékgiigle astaxantina-Naturose(N16)
presentaron los mayores valores en cuanto a cdotéoial de carotenoide en la piel (9,8
mgkg?) (Fig. 4.111.5, Tabla 4.111.6). Dichos resultaddseron superiores a los obtenidos
empleando 8 migg™ de astaxantina en su forma ester (N8, 6,6g1), grupo que presenté
unos valores ligeramente superiores a los obterdgdeando la dieta suplementada con 8
mgkg® de astaxantina libre (CP8, 4,4 #ugj'). Este Ultimo grupo, presentd a su vez,
valores similares a los presentes en la piel dgpéues alimentados con las dietas CP16,

CR25, CR50y B (3,7; 3,1, 2,2 y 2,3 kg, respectivamente) (Fig. 4.11.5, Tabla 4.111.6).

123



14
12 a
mB
10 O N8
b N16
. CP8
(mgkg?) -
6 CP16
i 1 CR25
4 CR5(
cd
2 i
O |

Fig. 4.11.5. Contenido total de carotenoides (kad) presente en la piel de los
peces alimentados con los distintos tratamientetados. B, dieta basal carente
de astaxantina; N8 y N16, 8 6 16 kgj* de astaxantina-NatuRoseCP8 y CP16,

8 6 16 mekg™ de astaxantina-CarophyIPink; CR25 y CR50, 25 6 50 rkg” de
cantaxantina-Carophyll Red, (n=9). * Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos (p< 0,05).

Tabla 4.111.6

Contenido total de carotenoides y astaxantina-Kgy, perfil de carotenoides (%) y nivel de peréxidos
lipidicos (meq @kg* lipido) de la piel de peces alimentados con latadi B, N8, N16, CP8, CP16, CR25 y
CR50.

B N8 N16 CP8 CP16 CR25 CR50

Total
Carotenoides 2,3+0,6cd 6,6+12b 9,8+1,7a 4,4+0,7bc 3,7+t1,1cd 3,1+ 0,7cd 2,2+0,6d
Astaxantina 0,7+0,1d 3,2+06b 6,6x09a 15+0,2c 1,1+ 0,3cd 0,6+£0,2d 0,5+0,2d

Carotenoides

A.diéster 26,8+ 3,8cd47,2+9,2 ab64,7+ 9,4a 32,1+ 2,7bc 29,0+ 1,3cd 18,7+ 6,1cd 16,7+ 7,4d
A. monoéster 0,6+0,7b 19+01a 21+03a 1,0+06ab 09+0,2ab 1,3+0,8ab 2,7%0.2a
A. libre 0,0+0,0c 0,2x00b 0,2+0,2b 04x00b 02%+0,1b 0,4%x0,2b 1,1+0,6a
T. diester 72,6£4,5a 50,7+9,3b 33,0x9,6c 66,5+3,0a 699+15a 80,3t57a 794%59a

Peréxidos 20,4+ 3,3a 10,7+15b 9,3+4,1b 140+1,1ab 11,4+28b 14,7+ 2,6ab 16,4+ 3,9ab
Media + desviacion estandar (n=9). B, dieta basaénte de astaxantina; N8 y N16, 8 6 16kgg de
astaxantina-NatuRoSeCP8 y CP16, 8 6 16 nigj” de astaxantina-CarophyIPink; CR25 y CR50, 25 6 50
mgkg” de cantaxantina-CarophYlRed. A, astaxantina; T, tunaxantina. Letras dissirindican diferencias
significativas entre tratamientos (p< 0,05).
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De estos andlisis realizados mediante HPLC se eledprademas, que soOlo en
aquellos ejemplares alimentados con la dieta swgieamda con 16 mkg™ de astaxantina-
Naturose', éste carotenoide vuelve a presentarse como @ébmieante de entre los que se
depositan en su piel. Asi, los peces alimentadosetaratamiento N16 presentaron un
contenido de astaxantina en la piel (6,6kgd), significativamente superior al depositado
en aquellos ejemplares alimentados con la diet{3¥Bmgkg™). A su vez este valor fue
significativamente superior al contenido de astarargue depositaron el resto de peces del
presente estudio. La deposicién de astaxantinm®rjemplares CP fue inesperadamente
baja (1,5 y 1,1 mgg?) y similar a la de los que fueron alimentados tas dietas
suplementadas con cantaxantina CR25, CR50 y aratomé¢gativo (B) (0,6; 0,5 y 0,7

mgkg, respectivamente) (Tabla 4.111.6, Fig. 4.111.6).
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d
Fig. 4.111.6. Contenido total de astaxantina (kag) presente en la piel de los
peces alimentados con los distintos tratamientesados. B, dieta basal
carente de astaxantina; N8 y N16, 8 6 16kgi§ de astaxantina-NatuRose
CP8 y CP16, 8 6 16 may" de astaxantina-CarophylPink; CR25 y CR50,

25 6 50 mekg' de cantaxantina-CarophyliRed, (n=9). Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamisnfp< 0,05).
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Los resultados obtenidos en el presente experimardlyen a poner de manifiesto
gue existe una mayor eficiencia, en términos deslejon de carotenoides, en general, y de
astaxantina en particular, de la fuente de astmeesterificada (Naturosg respecto a la
forma libre (Carophyfl Pink) de este carotenoide. En este caso, los ag®siten cuanto a
diferencias de deposicion de astaxantina en laguel ain mas contundentes que en el
Experimento Il. Asi, para dosis similares de agitira en las dietas N16 y CP16 (12,8 y 13,
7 mgkg? reales, respectivamente, Tabla 4.111.2), la pellas ejemplares N16 presentaban
contenidos 6 veces superiores de astaxantinaloPamto, se refuerza la hip6tesis planteada
previamente en este documento, de que existe ioenefa metabdlica superior de la forma
qguimica esterificada (B+C, N8, N16, N25, N50),asscbmparamos con la forma libre de la
astaxantina (CP8, CP16, CP25, CP50) a la hora plesdarse en la piel de los alevines de
bocinegro. Sin embargo, a diferencia del experim@nevio, dicha eficiencia no se tradujo
en una buena pigmentacion ni en una coloracion“n&aral” de la piel. La explicacién de
esta pigmentacion “rosada” tan tenue parece resititas bajas dosis empleadas en este
experimento, lo que nos lleva a concluir que secesario emplear niveles superiores a los
utilizados en esta experiencia (8 yri§kg™), para obtener buenos resultados de coloracién
en los ejemplares de cultivo, sin desperdiciar @mmo tiempo este costoso ingrediente
dietario.

Al igual que en experiencias previas, los resubaditenidos en cuanto a
composicion de carotenoides de los ejemplaresijromar que la forma quimica en la que el
Pagrus pagrusdeposita la astaxantina es la forma ester, siémdorma diéster de este
pigmento la que predomina por encima de cualqurer tgualmente, en el presente estudio
se ha detectado la presencia del carotenoide totiaaaen la piel de los ejemplares de

Pagrus pagrushecho que confirma la existencia de un paso raktabreductivo desde
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astaxantina a tunaxantina descrito para otras espéeujita et al., 1983; Ibrahim et al.,
1984; Miki et al., 1985; Matsuno, 1991, 2001; Halet1993; Schiedt, 1998; Bjerkeng et al.,
2000). De hecho, la presencia de tunaxantina erelalel bocinegro alimentado con dietas
suplementadas so6lo con astaxantina apoya estalgdsimsformaciéon metabdlica. Sin
embargo, tal y como se observé en el experimemaiqrhay que destacar la presencia de
este carotenoide en los ejemplares que no recibestaxantina a través de su dieta. Tal es
el caso de los peces que fueron alimentados atietia basal y con las dietas suplementadas
con cantaxantina. También es necesario destabackb de que en la piel de los ejemplares
alimentados con las dietas suplementadas con asitex&arophyft Pink, los porcentajes
de diester de tunaxantina sean superiores a lssmies en aquellos peces que recibieron la
forma esterificada de la astaxantina en su diefaeylos peces alimentados con la dieta N8
depositaron porcentajes de este carotenoide sugerin los presentes en los ejemplares
alimentados con el tratamiento N16. Teniendo emteus bajos niveles de carotenoide
total presentes en la piel de los peces alimentadnsas dietas basal (B) (2,3 tkg"),
CR25 (3,1 me&g?), CR50 (2,2 mgg™), CP8 (4,4 mgg™) y CP16 (3,7 mésg?), estos
porcentajes de tunaxantina esterificada (72,6%3%80,79,4%, 66,5% y 69,9% del total,
respectivamenteye traducirian en pequefios contenidos de esteepardé en términos
absolutos(1,6; 2,5; 1,7; 2,9 y 2,6 mkg™, respectivamente). En el caso de los peces
alimentados con las dietas N8 y N16, los porcestdg tunaxantina presentes (50,7% y
33%, respectivamente) se traducirian en cantidabeslutas de este carotenoide superiores
a las descritas en el resto de tratamientos (3,8,% mgkg' de tunaxantina,
respectivamente), lo que avala el hecho de que mswyuveles de astaxantina en la piel se
correspondan también con mayores niveles de tutinaai\ la vista de estos resultados,

podemos sugerir que, al igual que en la experigareiaa, la deposicidon de este carotenoide
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podria reflejar nuevamente la dinamica entre laisdae astaxantina ingerida y las

transformaciones metabdlicas que tienen lugar erganismo (Tabla 4.111.6, Fig. 4.111.7).
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Fig. 4.11l.7. Perfil de carotenoides (%) presentela piel de los peces alimentados con los diginto
tratamientos dietarios. B, dieta basal carentestexantina; N8 y N16, 8 6 16 rkg* de astaxantina-
NatuRose; CP8 y CP16, 8 6 16 nigy" de astaxantina-CarophyllPink; CR25 y CR50, 25 6 50
mgkg™ de cantaxantina-CarophyIRed, (n=9). Letras distintas indican diferencigsificativas entre
tratamientos (p< 0,05).

En lo que respecta a los analisis de perdxidodidipé presentes en las muestras de
piel del presente experimento, y como ocurrié eexgerimento anterior, el nivel mas alto
de estos compuestos (20,4 meck@'de lipido) fue observado en los peces alimentados ¢
la dieta basal (B), no suplementada con caroteaoleste contenido fue sélo algo superior,
al presente en los peces alimentados con los iexigze CR25 (14,7 £kg'de lipido),
CR50 (16,4 meq §€kg*'de lipido) y CP8 (14,0 meq»®gde lipido) (Tabla 4.111.6, Fig.
4.111.8). Estos niveles de peroxidos obtenidostéizar el carotenoide cantaxantina (CR25 'y
CR50) y el nivel mas bajo de astaxantina-CarofifBitik (CP8), fueron, a su vez, similares
aunque algo superiores a los niveles mas bajoexidos lipidicos, encontrados en los
peces alimentados con los tratamientos CP16 (1&g @ kg™ de lipido), N8 (10,7 meq

O, kg'de lipido) y N16 (9,3 meq &kg'de lipido) (Tabla 4.111.6, Fig. 4.111.8).
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Fig. 4.111.8. Nivel de peréxidos lipidicos (%) pesge en las muestras de piel de los peces
alimentados con los distintos tratamientos diesari® dieta basal carente de astaxantina; N8 y
N16, 8 6 16 mkg’ de astaxantina-NatuRoseCP8 y CP16, 8 6 16 nigy de astaxantina-
CarophylP Pink; CR25 y CR50, 25 6 50 nkg™ de cantaxantina-CarophyIRed, (n=9). Letras
distintas indican diferencias significativas ertegamientos (p< 0,05).

Estos resultados coinciden con los obtenidos ezxjeeriencia anterior, en la que
aquellos peces alimentados con las fuentes deaasitax esterificada (N25, N50 y B+C),
presentaron menores niveles de peroxidos lipidiEnseste caso, los ejemplares alimentados
con la dieta suplementada con el mayor nivel dexastina libre (CP16) también
presentaron niveles mas bajos de estos productpsrdgidacion lipidica. Hay que destacar
que los valores observados en la piel de los paloeentados con las dietas N8, N16 y
CP16 son muy similares a los determinados en a@rgrpnto anterior para las dietas N25,
N50 y CP50. Esto indicaria que la inclusion de leiwele astaxantina esterificada inferiores
a los empleados en la experiencia anterior, o laiémclusién de una dosis de 16 kgj* de
astaxantina-Caroph{llPink serfa suficiente para observar cierto papateptor de la piel
frente a las peroxidaciones lipidicas.

Asimismo, hay que destacar que en el presente imygr@o se pone de manifiesto la

menor accion antioxidante desarrollada por el eamte cantaxantina, ya que a pesar de
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ser suplementado en mayores dosis (25 y 5&gily a la vista de los valores de perdxidos
en piel, desarrolla un pobre papel protector. Egissltados coinciden con los obtenidos por
Miki (1991), que compard la actividad antioxidante varios carotenoides con la
desarrollada por la astaxantina. En dichos exp@atiosela cantaxantina también presentaba
menor eficacia que la astaxantina a la hora dearelat peroxidacion lipidica. Este hecho
demuestra que no sélo el grupo croméforo y la p@aale grupos cetonicos en la molécula,
determinan las diferencias en cuanto a capacidéddxatante en los carotenoides. Asi,
también los grupos hidroxilos que estan presemtds molécula de astaxantina y no en la de
cantaxantina, influyen incrementando la actividatioxidante que puede desarrollar en
mayor medida la astaxantina.

Con el fin de estudiar como afecta la inclusiontdade cantaxantina como de
menores dosis de astaxantina en la dieta a la cono lipidica corporal de los alevines de
bocinegro, realizamos el analisis del conteniddigealo total y del perfil de clases lipidicas
de dicho lipido, encontrando que en ambos parameitpoexistieron diferencias entre los
distintos tratamientos dietarios. Al igual que eperiencias previas, los triacilgliceroles
(TAG) fueron la clase lipidica predominante entos lipidos neutros, mientras que la
fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolamina EP presentaron los mayores porcentajes

dentro de los lipidos polares (Tabla 4.111.7).
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Tabla 4.111.7
Contenido de humedad (%) y lipido total (% p.sgoynposicidn de clases lipidicas (% del lipido joth la
piel de los peces alimentados con las dietas: BN48, CP8, CP16, CR25 y CR50.

Dietas B N8 N16 CP8 CP16 CR25 CR50
Humedad 66,5+ 1,8 654+ 1,464,7+2766,1+4,4666+3,2651+36 67,6+£29
Lipido Total 16,1+ 44 16,8+ 2,1 156+ 45145+ 3,0 16,3+ 2,1 159+ 24 14,7+2,3
Clases Lipidicas

Esfingomielina 1608 08+03 15+05 09+01 09+0,7 06+06 0,6+0,1
Fosfatidilcolina 6,8+t21 6,1+38 7,7+12 69+09 61+20 7,1+30 58+0,8
Fosfatidilserina 206 15+09 22+03 16+00 15+07 1605 15+04
Fosfatidilinositol 09+03 09+06 15+03 10+x0,2 0,7+0,2 0,7%+0,2 0,7+0,2
Fosfatidiletanolamina 48+ 1,5 4,6+34 6,0+05 44+02 40+£09 40+0,7 3,2£0,8
Colesterol 13,3+ 6,6 15,3+2517,7+0,412,1+0,813,2+2,0155+2,1 151+25
Acidos grasos libres 1#¥15 3,754 14+13 11+02 00+x00 21+03 0,6£1,0
Triglicéridos 60,5+ 14,960,4+ 6,6 53,0+ 54 63,5+ 2,2 66,2+ 8,0 62,8+ 11,767,4%+5,9
E.E y ceras 8%27 67+26 89+26 85+19 74+19 56+44 53+0,9

Total lipido neutro 83,%*49 86,1+8,681,0+26851+1,4868+4,6860+50 88,3+2,3
Total lipido polar 16,1+ 4,9 13,9+ 86 19,0+ 2,6 149+ 14 13,2+ 4,6 140+5,0 11,7+2,3

Media * desviacion estandar (n=9). p.s.: Peso d&cdieta basal carente de astaxantina; N8 y 816,16
mgkg™ de astaxantina-NatuRoseCP8 y CP16, 8 6 16 mg”’ de astaxantina-CarophylPink; CR25 y
CR50, 25 6 50 mgg™’ de cantaxantina-CarophyIRed. E.E, ésteres de esteroles.

Los acidos grasos predominantes en el lipido t¢atodas las muestras de piel
fueron 16:0 y 18:1, seguidos por 22:6n-3 (DHA),11&0:5n-3 (EPA), 22:1, 20:1 y 18:0; los
cuales representaron en torno a un 78% del lijpigd. {Tabla 4.111.8).

Esta composicién en &cidos grasos es muy similarabservada en el LT de los
ejemplares de la experiencia anterior, o que gaireticar que dicho perfil de acidos grasos
no se ha visto influenciado por la inclusion def@enores dosis de astaxantina empleadas

en el presente experimento.
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Tabla 4.111.8
Principales acidos grasos del lipido total (LT) f#s0) de la piel de los peces alimentados conidassdB,
N8, N16, CP8, CP16, CR25 y CR50.

Dietas B N8 N16 CP8 CP16 CR25 CR50
14:0 41+0,6 4,4+ 0,5 43+ 0,5 44+0,3 3,9+ 0,7 42+0,4 40%0,4
16:0 20,3+1,0 209+13 215+16 21,0+1;3 209+ 13 194+18 198+1,4
16:1° 85+0,8ab 8,4+0,7ab 7,7+0,6b 8,2+04ab 7,6+ 0,8b 8,6+058 84+06a
16:2 1,0+00ab 0,9+00b 09+01b 1,0+01labc 09+01bC 11+018 11+01a
18:0 48+0,3 50+ 04 51+ 0,6 49+0,3 52+0,9 43+04 48+0,6
18:1° 17,8+16 176+12 183+15 17,2+1.1 189+21 174+*14 17,710
18:2n6 41+02 3,9+ 0,3 41+0,3 3,9+0,2 3,8+0,2 4,0+0,3 3,9+0,1
18:3 n-3 0,9+ 0,0 0,8+ 0,0 0,9+ 0,1 0,9+ 0,1 0,8+ 0,1 0,9+ 0,1 0,9+0,1
18:4 n-3 1,4+ 0,1 1,6+ 0,2 1,7+ 0,2 1,6+0,1 1,5+ 0,3 1,5+ 0,3 1,4+ 0,2
20:1° 4,9+ 0,4 52+ 0,2 52+ 0,3 51+0,3 49+ 0,4 48+0,5 47+0,4
20:4 n-6 09+02a 07+01lab 0,7+0lab 07+01b 07+0,28b 08+0,1a 08+02ab
20:5n-3 59+0,8 6,6+ 0,8 6,7+ 1,0 6,8+ 0,7 6,4+ 1,0 6,1+1,2 6,0+ 1,2
22:1° 49+0,5 51+ 0,3 51+ 0,4 4,8+0,3 4,9+ 0,4 4,9+ 0,5 48+ 0,4
22:5n-3 1,0+ 0,1 1,0+ 0,4 1,1+ 0,2 1,1+0,1 1,0+ 0,2 1,0+ 0,2 0,9+ 0,2

22:6 n-3 9,4+138 11,8+ 25 9,8+19 119+11 10,8+ 25 10,317 10,3+ 2,0
24:1 n-9 1,4+048 10+01b 09+01ab 1,0£0,1b 1,1+ 030 13+01a 14+022
UK. 2,3+0,2 1,0+ 0,2 0,9+ 0,3 16+0,5 1,1+ 0,6 21+0,2 2,0+0,3

Totales
Saturados 30,5+ 1,5 31,5+1,9 32,1+ 2,7 31,715 31,4+ 2,2 30,2+ 1,8 30,3+ 2,2
Monoenos 37,7+ 2,6 36,2+ 2,3 36,4+ 2,3 36,4+ 1,8 37,7+ 2,0 38,0+ 1,9 37,3+ 2,2

n-3 195+ 24 22,8+ 3,3 20,6+ 3,1 23,3x19 224+ 33 20,7+ 35 215+ 3,1
n-6 58+04 52+0,9 53+0,5 52+0,6 51+0,5 56+0,1 56+0,3
DHA/EPA® 1,6+0,3 1,8+ 0,2 1,5+ 0,2 1,8+0,2 1,7+ 0,2 1,701 1,8+0/4

Media + desviacion estandar (n=9). Los totalesuyeh algunos componentes no mostradoSontiene

isémeros n-9 y n-7° Contiene isémeros n-11 y n-922:6n-3/20:5n-3; tr. valores 0,3— 0,5%; 0,0 vadore
0.3%. B, dieta basal carente de astaxantina; N, 8 6 16 mdgg™ de astaxantina-NatuRoseCP8 y

CP16, 8 6 16 mig™" de astaxantina-Caroph¥llPink; CR25 y CR50, 25 6 50 kg’ de cantaxantina-
CarophylP Red. Las medias que llevan letras distintas ptasddiferencias significativas (p<0,05).

Asimismo, y al igual que en el experimento anterlos datos de acidos grasos
fueron muy homogéneos dentro de cada tratamientdbié® se observaron algunas
diferencias, éstas no parecen seguir ninguna teraepatrén especifico.

En todas las muestras de piel, independientemehteathmiento dietario, los acidos
grasos predominantes de los triacilglicéridos (TA®ron el 16:0 y 18:1, seguidos por
16:1, 22:6n-3 (DHA), 22:1, 20:1, 14:0 y 18:0; lasates representaron en torno al 82% de

esta clase lipidica (Tabla 4.111.9).
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Este perfil de acidos grasos vuelve a ser similaneontrado en los triacilglicéridos

del experimento anterior.

Tabla 4.111.9
Principales acidos grasos de los triacilglicérif®8G) (% peso) de la piel de los peces alimentaxios las
dietas: B, N8, N16, CP8, CP16, CR25 y CR50.

Dietas B N8 N16 CP8 CP16 CR25 CR50
14:0 56+05a 46+06ab 55+08a 44+05b 46+0,2 ak 55+ 0,8ak 5,2+0,7at
16:0 247+ 1,2ab 24,0+ 1,3abc26,4+29a 20,7+ 1,8c 21,8+ 1,5 bc 23,0+ 2,8 abc23,5+ 3,0 abc
16:1° 8,6+ 0,9 9,2+ 0,6 9,6+ 0,8 84+0,4 8,9+ 0,8 8,9+ 0,4 8,5+ 0,6
16:2 0,8+ 0,0 0,8+ 0,2 0,9+0,1 09+0,1 0,8+0,1 0,9+ 0,1 0,8+ 0,1
18:0 54+0,4 4,0+ 0,5 58+ 0,9 36+04 3,7+ 0,2 49+ 0,6 53+0,9
18:1° 204+ 19ab 22,1+ 1,7a 215+23ab186+1,1b 20,3+15 at 19,0+ 1,2b 19,3+ 1,7 ak

18:2n6 35+03 3,8+ 0,2 3,2+ 0,6 41+ 04 39+0,3 3,6+ 0,6 3,605
18:3 n-3 0,7+ 0,1 0,7+0,1 0,6+ 0,2 0,9+0,1 0,7+ 0,0 0,8+ 0,2 0,7+ 0,2
18:4 n-3 11+01b 11+02b 10+x06ab 1,7+03a 14+x03 at 14+ 05ak 14+05at

20:1° 6,5+ 0,3 6,9+ 0,8 59+ 0,7 6,2+ 0,5 6,6+ 0,3 6,0+ 0,9 6,0+ 0,5
20:5 n-3 3,7+ 0,7 3,3+0,7 29+19 57+1.2 45+1,0 49+ 21 49+ 20
22:1° 6,6+ 0,5 6,7+ 0,7 58+ 0,8 6,4+ 0,5 6,4+ 0,3 6,1+ 0,9 6,3+ 0,6

22:5n-3 0,6+0,2ab 0,4+0,3b 0,5+03b 1,1+02a 0,8+0,2 at 0,8+ 0,3ak 0,8+ 0,4 ak
22:6 n-3 6,4+19bc 53+09abc 52+26c 93+1l1la 7,119 at 85+ 25c 8,9+ 28bc
24:1 n-9 1,0+£0,2bc 1,2+0,3abc 09+0,1¢c 16+02a 1,3+0,3 at 0,9+ 0,2c 1,0+ 0,2bc

UK 0,9+0,3 1,8+ 0,8 15+04 1,9+ 0,6 2,3+ 0,6 1,2+ 1,0 0,6+0,1
Totales

Saturados

Monoenos 37,2+ 1,7a 33,8+ 1,8ab 38,4+ 4,1a 29,7+24b 31,3+1,8 b 352+ 45ak 34,6+ 4,9at
n-3 435+ 1,9 45,6+ 2,0 43,1+ 3,4 41,7+ 2,1 42,8+ 2,6 41,6+ 2,6 40,6+ 3,1
n-6 132+ 2,7ab 11,1+ 1,7b 12,1+ 48ab 19,3+ 29a 15,1+ 3,5 akt 16,6+ 55at 18,9+ 4,7 at

n-3 HUFA 40+05b 45+04ab 38+08b 53+05a 4,7£0,5 at 4,1+ 0,8at 45+ 0,8at
DHA/EPA® 1,7+ 0,4 16+ 04 24+ 1.8 1,7+ 0,2 1,6+ 0,2 2,0+ 1,1 22+11
Media * desviacion estandar (n=9). Los totalesuiy®h algunos componentes no mostradoS€ontiene
isémeros n-9 y n-7Contiene isémeros n-11 y n-922:6n-3/20:5n-3; tr. valores 0,3— 0,5%:; 0,0 vador®,3%.
B, dieta basal carente de astaxantina; N8 y N1618 mgkg™ de astaxantina-NatuRoseCP8 y CP16, 8 6 16
mgkg® de astaxantina-CarophyIPink; CR25 y CR50, 25 6 50 nkg™* de cantaxantina-CarophyIRed. Las
medias que llevan letras distintas presentan diéas significativas (p<0,05).

Igualmente, aunque el perfil de acidos grasos tieaase lipidica (TAG) presente
algunas diferencias significativas, éstas no parestar asociadas a los cambios dietarios
inducidos en cuanto a fuente y nivel de carotersoide

Finalmente, los acidos grasos mas representatelaetdl de polares (TP) fueron el

16:0 y 18:1, seguidos por el 22:6n-3 (DHA), 18:0;52-3 (EPA) y 16:1 representando en
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torno a un 79% de los acidos grasos de esta fratipidica (Tabla 4.111.10). Cabe destacar
ademas, que en el TP el 22:6n-3 es el doble gueseMAG, siendo también superior el
nivel de 20:5n-3 en los lipidos polares. Esteibéeflipidos polares mas rico en n-3 HUFA
concuerda con lo descrito para otras especiesais g8argent et al., 2002; Tocher, 2003).
Estos resultados vuelven a ser muy similares ad&scritos en la experiencia
anterior, lo que confirma que la adicion de dosé&srhajas de astaxantina en la dieta no

afecta a la composicion lipidica de los ejemplamsetidos a estudio.

Tabla 4.111.10
Principales acidos grasos del total de polaredipielo total (TP) (% peso) de la piel de los peces
alimentados con las dietas: B, N8, N16, CP8, CER®5 y CR50.

Dietas B N8 N16 CP8 CP16 CR25  CR50
14:0 09+0,7 09«05 0,7+0,3 1,1+05 08+02 08+02 05%0,2
16:0 289+ 33 290+ 2,1 292+ 1,7 286+ 1,6 263+ 09 27,8+ 1,2 288+ 35
161 5612 5006 4805 62+09 48%09 49+16 51+09
18:0 79+19 79+15 89+16 102+13 85%17 78+19 8019
18:7° 188+1,3 20,1+1,3 188+ 0,8 180+14 18,7+18 18,2+ 0,8 18,8+ 0,9
18:2n6 27+10 29+08 3204 24+ 04 3406 3103 30x0,6
20:1° 19+05 26+04 23+0,3 23+03 23+02 1804 22%0,7

20:4 n-6 12+05 12+05 15+04 10+£02 16+04 14+05 1404
20:5n-3 56+10 53+11 51+11 63+12 62+13 63+16 58+08
22:1° 1,705 16+0,2 15+04 14+05 15+01 15+01 14+06
22:5n-3 09+04 07+03 07%0,1 0,702 11+01 10+06 10+0,2
226n-3 128+ 2,7 10,7+20 104+ 11 105+13 145+ 18 133+ 3,0 130+ 34
24:1 n-9 3812 37+07 42+0,8 28+x06 32+09 43%+09 38+0,6
UK 21+07 1703 17+05 16+07 15+06 1,7+0,7 1,7+0,8

Totales

Saturados 39,2+ 54 397+ 3,4 40,7+ 1,7 421+20 372+ 15 381+29 389+54
Monoenos 31,9+ 1,8 292+ 14 316+ 16 312+16 275+26 31,0+ 2,8 313+ 23
n-3 20,3+ 35 17,3+ 3,1 169+ 0,9 18,1+25 228+ 3,0 21,2+ 5,3 205+ 3,9
n-6 46+12 57+10 58+0,8 40+12 63+10 6,009 54+1,3
n-3 HUFA 198+ 3,7 169+ 3,0 16,4+ 09 17,7+24 220+ 3,0 21,1+55 20,2+ 3,9
DHA/EPA° 23+ 04 21+04 21+0,6 1,7+03 24+03 21+01 22+04

Media + desviacion estandar (n=9). Los totalesuymh algunos componentes no mostrados.
Contiene isémeros n-9 y n-7Contiene isémeros n-11 y n-922:6n-3/20:5n-3; tr. valores 0,3—
0,5%; 0,0 valores: 0,3%. B, dieta basal carente de astaxantina; N8, 8 6 16 mdg” de
astaxantina-NatuRoSe CP8 y CP16, 8 6 16 nigi* de astaxantina-Caroph§llPink; CR25 y
CR50, 25 6 50 mig™ de cantaxantina-CarophyIRed.
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Como conclusiéon de la presente experiencia se paéidear que las dosis de
astaxantina empleadas no resultan adecuadas pgareobna pigmentacion aceptable de los
alevines de bocinegro y que la cantaxantina regwdfacaz como fuente de carotenoide para
pigmentar la piel de esta especie.

Del mismo modo, en este experimento la fuentegibstela de astaxantina vuelve a
mostrarse como la mas eficaz a la hora de promiaveleposicion de carotenoides en
general, y de astaxantina en particular, en lageelos ejemplares de cultivo. Igualmente,
los diésteres de astaxantina y tunaxantina sonfdamas prioritarias en las que los
ejemplares de bocinegro depositan estos carotendiderios en su piel.

Los resultados obtenidos en la presente experieaamiatan a que sera necesario
emplear dosis superiores a las ensayadas paraeolbeenos resultados en cuanto a
pigmentacion del bocinegro, pudiendo situarsergygade suplementacion entre unos 20-30
mgkg™® de astaxantina dietaria.

Por ultimo y teniendo en cuenta que la mayor padetéa produccion acuicola actual
de pescado estd basada en el engorde de alevingmulas marinas flotantes, cuyas
condiciones luminicas son diferentes a las presestietanques de cultivo, el objetivo del
siguiente experimento fue llevar a cabo una expeiaedietaria comparando la coloracion
de los ejemplares en ambos sistemas de cultivo,cardiciones de igualdad de

suplementacion dietaria de astaxantina.

Los resultados de la presente experiencia dieteradado lugar a las siguientes

comunicaciones a congreso:
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Experimento IV

Estudio comparado del desarrollo, pigmentacion, filedte carotenoides, nivel de

peréxidos y composicion lipidica de la piel de beyros alimentados, en tanques de

cultivo o jaulas marinas flotantes, con una dietagementada con astaxantina.




4.4 Experimento IV

Nociones introductorias

Los experimentos realizados hasta el momento céin de mejorar la pigmentacion
del bocinegro producido en cautividad, demuesttan lg inclusion dietaria de unos 25-30
mgkg® del carotenoide astaxantina promueve la coloraaiina de la piel, dando lugar a
ejemplares que pueden tener una mayor aceptacioel enercado. Sin embargo, es
importante destacar que dichas experiencias hanrealizadas en tanques, un sistema de
cultivo que resultaria econémica y técnicamentéalsie en muchas regiones, de cara a la
produccion comercial de peces, incluido el bocioedsi tenemos en cuenta la alta
productividad que se puede lograr utilizando comtesa de cultivo las jaulas flotantes y la
presencia en muchos paises de aguas costerastgusseaje ser utilizadas para este tipo de
sistema, el uso de estas estructuras puede desauroimportante papel en el incremento de
la produccion de peces a nivel mundial (Chua y T&®02). De hecho, el sistema
mayoritario de cultivo de peces y el adecuado [@raondiciones propias de nuestras costas
es el de las jaulas marinas flotantes, siendo go#atimente atractivos los estudios
encaminados a establecer la idoneidad de estemsisten el cultivo de nuevas especies de

interés acuicola, incluyendo al bocinegro.

Sin embargo, aunque la eleccion de este métodaullieocparezca ideal para la
especie objeto de estudio, el bocinedPadrus pagruy el cultivo de especies “coloreadas”
presenta algunas dificultades técnicas a tenewent& previamente a su comercializacion.

Experiencias de cultivo realizadas con especiedardorada australian®&grus auratug
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han demostrado que los ejemplares presentan uagcidin mas oscura en su piel cuando
son cultivadas en este tipo de estructuras (Boobthl.e 2004). Este hecho podria ser
consecuencia de la proximidad de las jaulas maarassuperficie y por tanto del efecto que
puede tener la exposicidn a la luz solar sobreimleato en la produccién y concentracion de
melanina en la piel (Matsui et al., 1992). En estetido, investigaciones llevadas a cabo por
Adachi et al. (2005) han confirmado que ejemplaesiorada japonesa cultivados en jaulas
marinas pueden presentar también una coloracidmrasc que tanto la cantidad como el
tamafo de los melanocitos presentes en su pialpisr a la de los ejemplares de esta
especie cultivados en jaulas protegidas, o a ldoslecapturados del medio marino. Los
analisis histoldgicos realizados por los autorelicaron que el oscurecimiento de la piel de
los ejemplares de jaulas desprotegidas iba acompafla un acimulo de eumelanina,

producto del exceso de radiacion ultravioleta lidailal estar expuestos a la luz solar.

También los resultados expuestos durante una dehktas-debate del reciente X
Congreso Nacional de Acuicultura en relacion coruivo en jaulas del besugo en las
costas del Cantabrico, sefialan la posible relagidre el oscurecimiento de los ejemplares y

Su exposicion a la luz solar.

El efecto del espectro luminico en la coloracioedgiel de ejemplares de bocinegro
mantenidos en tanque ha sido estudiado por Vaisalen et al. (2004), mostrando que los
peces mantenidos bajo un espectro azul mostrabaolancorporal mas claro que aquellos
expuestos al espectro luminico completo, los cyalesentaban una coloracién similar a la
observada en ejemplares mantenidos en jaulas reateraa de la superficie del agua. De
modo similar, Chatzifotis et al. (2005) han obsdo/gue los ejemplares dRagrus pagrus

cultivados en tanque poseen mayores contenidos elanima en comparacion con los

138



individuos del medio natural, lo cual se traduce wra reduccion considerable de la

luminosidad de su piel.

A pesar de que existe alguna informacién acercimsieontenidos de melanina y la
luminosidad de la piel de bocinegros expuestos faretites espectros e intensidades
luminicas, hasta la fecha no hay estudios publEag® determinen como las condiciones
en mar abierto pueden afectar a la deposicion deermwides en la piel de esta especie. Con
este proposito, se disefid una experiencia pilotzarido ambos sistemas de cultivo, es
decir, tanque y jaula, para cultivar alevines deiregro a los que se les suministré una dieta
comercial suplementada con astaxantina. Asi, enelsente experiencia se planteé comparar
no sélo el color de la piel de los ejemplares saitosta estudio, sino determinar los
contenidos de carotenoides y astaxantina depositda piel de estos peces mantenidos en

ambos sistemas de cultivo.

Asimismo, si tenemos en cuenta resultados de estugimo los realizados con
fibroblastos de rifidn en los que se ha mostraddajastaxantina es mas efectiva a la hora
de restaurar la alteracion de las actividades esmtizyde enzimas antioxidantes y evitar la
peroxidacioén lipidica inducida por la luz U.V qulepecaroteno y la luteina (O’Connor y
O’Brien, 1998), investigar como pueden afectar lakferentes condiciones
medioambientales propias de ambos sistemas dea;udtila deposicion de astaxantina vy,
por tanto, a los niveles de peroxidos lipidicosatiebos grupos de peces, ha sido otro
propésito del presente experimento.

Por dltimo y como en experiencias anteriores, decd realizar un estudio de la
composicion lipidica de las muestras de piel deaagyupos de peces, los cultivados en

jaula y los cultivados en tanque, a fin de deteamia exposicion a condiciones naturales de
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mayor luminosidad presentes en mar abierto, afantab su perfil de acidos grasos

poliinsaturados.

Condiciones experimentales

Para llevar a cabo la presente experiencia, algviohe bocinegro producidos
mediante la tecnologia Mesocosmos, en el Centrte@@ode Canarias y con un peso medio
de 5,0 £ 1,5 g, fueron divididos en dos grupos.2Jb@0 peces se mantuvieron en el citado
centro (Fig. 4.1V.1a), en un tanque de 1dde capacidad, con un flujo de agua de mar de
30 I/min y la aireacidn necesaria para mantenaivel de oxigeno cercano a la saturacion.
Un namero superior de alevines (en torno a 2.008)oh transferidos a una jaula marina
tipo polar circle de unos 10m de diametro (FigvV4Lb), ubicada en las instalaciones de la
empresa CEDRA S.L.L, la cual se encuentra situada eosta de San Andrés, muy cerca
del Centro Costero de Canarias. La empresa seadaldengorde de dorada y lubina en este
tipo de estructuras flotantes y puso a nuestraodisipn tanto sus instalaciones, como los

instrumentos y personal necesario para el desanelesta experiencia piloto de engorde de

bocinegro en jaula.
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Resultados y Discusic
Txperinietito 1V

Fig. 4.IV.1. a.- Imagen del tanque tipo empleado esta
experiencia. b.- Fotografia de jaulas marinas edgi de Cedra
S.L.L.

Como se puede observar en la Fig. 4.1V.1a, el w@reygperimental se encontraba
ubicado en el interior de una instalacion cubigrtpor tanto, estaba expuesto a una menor
intensidad luminica, al menos, respecto a la sigiede la jaula situada en mar abierto.

Durante 17 meses, los peces mantenidos en tanqug €h jaula (J), fueron
diariamente alimentados con una dieta suplementata astaxantina y fabricada por

BIOMAR S.A. En este caso, se trataba de una d@teeccial suplementada con astaxantina
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sintética y que la productora de piensos tenia itaminterés en ensayar. Dicha dieta fue
analizada en nuestro laboratorio (HPLC), comprobsedjue estaba suplementada con 25
mgkg™ de astaxantina libre procedente del producto Gettip Pink (10% CWS, DSM
Nutritional Products Ltd). Esta formulacion coineiddemas, con la uno de los tratamientos
dietarios que ya habia sido ensayado en el Expetinike

Cada 2 meses, se midieron peces procedentes daulta y del tanque, para
determinar su talla y peso, siendo retornadossé¢rsia de cultivo una vez determinados
dichos parametros. Los indices de crecimiento gmsiyencia fueron calculados a lo largo
del experimento y los ratios de alimentacion aplstaa la biomasa. La mortalidad fue
registrada diariamente.

Al final del periodo experimental se realiz6 unaalaacion visual de la
pigmentacion y se realizaron fotografias de ejerepla@e ambos tratamientos. Asimismo,
transcurridos los 17 meses de alimentacion, seegid@ sacrificar a 6 peces de cada grupo
mediante shock hipotérmico, para tomar muestrgsaley congelarlas inmediatamente en
nitrogeno liquido. Igual que en experimentos aotes, dichas muestras se mantuvieron a
-80 °C hasta poder realizar los analisis pertireer§e establecieron los contenidos totales y
perfiles de carotenoides, asi como los contenidoastiaxantina y de peroxidos lipidicos.
También se realizo la determinacion del contenigldipido total y sus clases lipidicas, asi
como los perfiles de acidos grasos del lipido tatel los triacilglicéridos y del total del
lipido polar. Todos los protocolos de analisis Balo ampliamente descritos en el apartado

de Material y Métodos de la presente memoria (P&¢r7).
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Resultados y Discusic

Txperinietito 1V

Fuente de astaxantina utilizada => Carophylf Pink

vAg .
PO Fotoperiodo natural (C

Q

10 n?

A -
Seguimiento mensual
4 mese ’ * Crecimiento
N _ * Supervivencia
'
* Ingesta

6 PECESSISTEMA — Choque hipotérmico
L ]

I
Muestreo de la piel
CarotenoideSe—— Analisiic —» _Lipido

* Coloracién externa * Nivel de Perdxidos Lipidicos
* Extraccion de Carotenoides * Extraccion LT
* HPLC —Contenido total, perfil de * Determinacion clases lipidicas
carotenoides y total de astaxantina| * Perfil en acidos grasos de LT, TAG, y
TP.

Fig. 4.IV.2. Esquema del disefio experimental. Feiestastaxantina: astaxantina sintética liore Gaitfp
Pink. Experiencia realizada en diferentes sisteteamultivo, tanque y jaula marina flotante.
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Resultados y discusion

La composicion proximal, clases lipidicas y acidpasos de la dieta fue muy
similar a las de las dietas basales empleadasseexfmerimentos anteriores y se presentan
en las Tablas 4.1V.1-4.1V.2.

El nivel de astaxantina de la dieta se analizGzatido HPLC, siendo el valor
encontrado de 22,0 + 3,7, muy similar al esperagpirs la formulacion de BIOMAR

(Tabla 4.1V.1).

Tabla 4.1V.1

Valor analizado (m$g?) de astaxantina,

composicién proximal (% p.s) y perfil de clases
lipidicas (% de lipido total) de la dieta
suplementada con 25 rkg' de astaxantina-

CarophylP Pink (CP25).

CP25

Astaxantina 220+ 3,7
Humedad 85 + 0,2
LT 17,2+ 0,0
Proteina 45
Carbohidratos 15,5
Ceniza 7
Clases lipidicas (%)

Esfingomielina 1,1+ 0,1
Fosfatidilcolina 9,6+ 0,5
Fosfatidilserina 1,3 0,3
Fosfatidilinositol 1,3+ 0,4
Fosfatidilglicerof 16+ 05
Fosfatidiletanolamina 7.4 0,7
Colesterol 10,1+ 0,4
Acidos grasos libres 8,7 0,7
Triacilglicéridos 51,0+ 4,5
Esteres de esteroles 8:01,8
Lipidos neutros 77,& 1,5
Lipidos polares 22,2 15

Media * desviaciéon estandar (n=38).También
puede incluir acido fosfatidico y cardiolipina.
p.s.: Peso seco.
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Tabla 4.1V.2

Perfil de acidos grasos (%) del
de Ila dieta
suplementada con 25 rkg*
de astaxantina-Caroph§IPink

lipido total

(CP25).

CP25
14:0 5,6+ 0,2
16:0 17,3+ 0,3
16:1° 6,8+ 0,4
16:2 0,8+ 0,0
17:0 0,7+ 0,2
16:4 0,5+ 0,1
18:0 3,2+ 0,1
18:1° 16,2+ 0,6
18:2 n-6 5,8 0,1
18:3 n-3 1,5 0,1
18:4 n-3 2,1+ 0,2
20:1° 5,8+ 0,3
20:4 n-6 0,6- 0,0
20:4 n-3 0,8 0,0
20:5n-3 8,3 0,2
22:1° 6,0+ 0,0
22:2n-6 0,5 0,2
22:5n-3 1,#0,1
22:6 n-3 10,3 0,3
24:1 n-9 0,6 0,1
UK 35+ 1,1
Totales
Saturados 26,8 0,4
Monoenos 35,% 0,5
n-6 7,8+ 0,6
n-3 24,8+ 0,7
n-3 HUFA 21,1+ 0,4
DHA/EPA® 1,2+ 0,0
Media * desviacién estandar
(n=3). Los totales incluyen

algunos  componentes

mostrados? Contiene isomeros
n-9 y n-7;° Contiene isémeros
n-11 y n-9;° 22:6n-3/20:5n-3;
0,3-0,5%;

tr. valores

valores< 0,3%.
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Resultados y Discusici
Experimeiito 17

Tras 17 meses de alimentacién, los peces mantetadtis en tanque como en jaula
no presentaron diferencias de crecimiento ni dersiyencia, si bien el factor de condicidn
en jaula resulta inferior frente al valor obtenidn tanque en esta y las experiencias

anteriores (Tabla 4.1V.3).

Tabla 4.1V. 3

Peso (g), talla (cm), supervivencia (%) y factorcdadicion de los alevines de bocinegro
procedentes de tanque (T) o jaula (J), al comielezta experiencia y tras 17 meses de
alimentacién con 25 mkg* de astaxantina CarophyIPink (CP25).

Dietas Initial T J

Peso (g) 50+ 15 404,4 + 47,4 463,6+ 36,3
Talla (cm) 53+ 0,8 23,8+25 250+ 1,7
Supervivencia (%) 100+ 0,0 80,2+ 6,8 78,5+ 3,5
Factor de Condicién (g-¢fjn 3,3 2,9 2,5

Media + desviacion estandar (50 peces por tratanjid) tanque; J, jaula.

Tal y como se muestra en las siguientes fotogrdftay. 4.1V.3), ambos grupos de
peces mostraron una coloracién rojiza en su peelde indica que al igual que en las
experiencias previas, los peces fueron capacestililmarueficientemente la astaxantina

presente en la dieta.

I=Fig. 4.IV.3. Fotografia de los peces de tanqug {ajla (b) alimenfa co I dieta
CP25 (25 md&g* de astaxantina-Caroph§IPink ).
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Sin embargo, hay que puntualizar que aunque amip®g lograron pigmentar su
piel, los peces mantenidos en jaula (J) presentararcoloracion mucho mas oscura que los
peces mantenidos en tanque (T). Se observo ademésel contenido de carotenoides
obtenido en la piel de los peces de jaula (J) mepelos de tanque (€p significativamente
superior (68,7 y 26,0 mkg’, respectivamente). Esta mayor cantidad de pigmento

explicaria, a su vez, esta diferencia de colora(itdy. 4.1V.4, Tabla 4.1V.4).

20
80
70
eo :
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(moka™) o |
® . {
o ] |
10
o _—]

Tanque Jaula

Fig. 4.IV.4. Contenido total de carotenoides {wad) presente
en la piel de los peces de tanque y jaula alimestamn 25
mgkg® de astaxantina-Caroph¥lIPink, (n=6). * Diferencias
significativas entre tratamientos (p< 0,05).

Tabla 4.1V.4

Contenido total de carotenoides y astaxantina -Kgfy, perfil de
carotenoides (%) y nivel de peréxidos lipidicos ¢n@- kg™ lipido) de la
piel de peces mantenidos en tanque (T) y jaula (J).

T J
Total (mg-kg™)
Carotenoides 26,& 4,6 68,7+ 8,5
Astaxantina 21,4 5,0 48,7+ 8,3
Carotenoides (% del total)
Astaxantina diéster 79,6 4,3 68,3+ 3,1 *
Astaxantina monoéster 26 0,1 2,7+ 0,6
Tunaxantina diester 178 3,1 29,0+ 52 *
Peréxidos (meq 02/ Kg lipido) 96+ 1,9 36+ 12 *

Media = desviacién estandar (n=6). *Diferencias ngigativas entre
tratamientos (p< 0,05).
Al igual que en los experimentos anteriores, laaasitina fue el carotenoide

predominante en la piel de los bocinegros mantsreticambas estructuras. Si bien, nuestros
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resultados mostraron un contenido dos veces supbriastaxantina en la piel de los peces
mantenidos en jaula (J) respecto a los ejemplaggenidos en tanque (T) (48,7 y 21,4
mgkg™?, respectivamente) a pesar de que ambos gruposnfadimentados con la misma

dieta (Tabla 4.1V .4, Fig. 4.1V.5).

(mgkg™) 30-

-

10

Fig. 4.IV.5. Contenido total de astaxantina (kagf) presente en
la piel de los peces de tanque y jaula alimentado®25 mekg™
de astaxantina-CarophyIPink, (n=6). * Diferencias
significativas entre tratamientos (p< 0,05).

En este sentido, experimentos realizados con e@e®plde dorada australiana
(Pagrus auratup cultivados en jaulas sin coberturas que los gretan de la luz solar,
arrojaron resultados similares a los nuestros, resdose en su piel contenidos de
astaxantina superiores a los que presentaban gjesple la misma especie cultivados en
estructuras flotantes protegidas con mallas quateam en un 50% y 95% el paso de la luz
del sol. En dichos experimentos, los individuos oseexpuestos a la luz solar presentaban
mayores valores de luminosidad en la piel, no séloo resultado de la menor deposicion
de astaxantina, sino también probablemente de temdeposicion de melanina en su piel
(Booth et al., 2004). Segun Pavlidis et al. (2006 )pigmentacion mas oscura observada en

los peces mantenidos en jaulas al descubiertolsetdato a la acumulacion de eumelanina
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como a una mayor deposicion de astaxantina eneapque podria desarrollar un papel

protector frente a los rayos U.V. a los que esliamente expuestos en este tipo de cultivo.
Al igual que en la experiencia anterior, nuestesultados también mostraron que en

cuanto a composicion en carotenoides, las form&s egelven a ser predominantes en la

piel del bocinegro (Tabla 4.1V.4, Fig. 4.1V.6).
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[ Astaxantina diester

[JAstaxantina monoeste

OTunaxantina diester

Tanque Jaula

Fig. 4.1V.6. Perfil de carotenoides (%) presentdaepiel de los peces de tanque y jaula
alimentados con 25 mg’ de astaxantina-CarophyllPink, (n=6). * Diferencias
significativas entre tratamientos (p< 0,05).

Asi, la forma quimica predominante en la que lemgjares de ambos grupos
experimentales (T y J) depositan la astaxantinkagnel es la diester, siendo menores los
porcentajes de astaxantina monoester y no idemificse en este caso astaxantina en su
forma libre. Asimismo, la tunaxantina en su formeester aparece como segundo
carotenoide en orden de importancia en la pielodebbcinegros sometidos a estudio. Los
porcentajes de este carotenoide fueron superiarks el de los peces mantenidos en jaula
(29%) respecto a los mantenidos en tanque (17,8Tédla 4, Fig. 4.1V.6). Si tenemos en
cuenta que este carotenoide presente en numerggesies de teledste¢Shahidi et al.,

1998), puede derivar de la transformaciéon de laxastina dietaria (Matsuno, 1991, 2001,
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Schiedt, 1998) que también se deposita en mayoidmed los peces mantenidos en jaulas,
las diferencias observadas en cuanto a porcertaejamaxantina parecen implicar, una vez
mas, una mayor tasa de transformacion metabdliGsi@eaantina a tunaxantina presente en
los ejemplares que depositan mas astaxantina prelsiNo obstante, si tenemos en cuenta
que no realizamos rigurosos estudios de marcajeeguimiento metabdlico de los
carotenoide en el bocinegro, resulta imposible kkomde modo fehaciente acerca de este y
otros aspectos metabdlicos. Si podemos, sin embafgmar que existen diferencias
metabdlicas entre los ejemplares sometidos a estlebido a las diferentes condiciones a
las que estan expuestos, ya que el origen de dospires y la formulacion de la dieta en
este experimento fueron los mismos para los pe@gemdos en tanque (T) y para los
peces mantenidos en jaula (J). Teniendo en cuaniaplortancia de la luz en la coloracién
de la piel, podemos deducir también que las dit@asnobservadas, fueron debidas a la
diferencia de intensidad luminica de los sisteneasultivo ensayados.

Otro resultado interesante obtenido en este expaton hace referencia al nivel de
peroxidos existente en la piel de los peces de angbopos, siendo significativamente
superior el valor encontrado en la piel de los penantenidos en tanque (9,6 megk®"
de lipido) respecto a la piel de los ejemplaresjaiga (3,6 meq ©kg™* de lipido)

(Tabla 4.1V.4, Fig. 4.IV.7).
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(meq G-kg™de lipido)

Fig. 4.IV.7. Nivel de peroxidos lipidicos (meqz'k)g'l de lipido) presente en las
muestras de piel de los peces de tanque y jauteemlados con 25 migy™® de
astaxantina-Carophyll Pink, (n=6). * Diferencias significativas entratamientos
(p< 0,05).

La importancia de este resultado radica en el heehque los menores valores de
peroxidos se obtuvieron en el grupo de peces mdotean jaula, que depositd mayores
niveles de astaxantina en su piel. Por otra patteivel de peroxidos presente en los peces
de tanque es consistente con el obtenido utilizdadmisma dieta en el Experimento I
(CP25, 10,6 meq £kg* de lipido), el cual resulté inferior al obtenidtlimando una dieta
basal sin carotenoides (B, 13,3meg-k@'de lipido). Esto indica que, como en los
experimentos anteriores, la astaxantina dietaeatsi ejerciendo un papel protector contra la
peroxidacion lipidica en ambos grupos de pecesieysgy accion es superior en aquel grupo
gue esta expuesto en mayor medida a los rayos @\o gue ha depositado mayor cantidad
de astaxantina en la piel. Las claras diferenciasmradas en cuanto a niveles de peroxidos
en piel, unido al hecho de que numerosos estudioizo e in vitro prodigan la actividad de
la astaxantina como antioxidante (Kurashige etl&90; Palozza y Krinsky, 1992; Kang et
al., 2001), protegiendo a los acidos grasos ingdts frente a la oxidacion (Jgrgensen y
Skibsted, 1993), justifican realizar un analisis ldecomposicién lipidica, evaluando en
particular posibles diferencias en los perfile$tH-A, indicadores de si las diferencias en el
sistema de cultivo empleado afectan al perfil déagcgrasos de la piel.

A tal fin, determinamos el contenido de lipido tdtar), perfil de clases lipidicas y
la composicion en acidos grasos del lipido totallog triacilglicéridos (TAG) y del total de

polares (TP). De los resultados hallados en cuafimdo parece que los individuos de jaula
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son ligeramente mas grasos, si bien, los contenidoarfiles de clases lipidicas tanto de
lipido neutro como de lipido polar se desprende dae diferentes condiciones
medioambientales no influyeron en estos pardmetnus, encontrdndose diferencias
significativas entre los peces de ambos sistemasutie&’o. Asimismo, los resultados
también mostraron que la clase lipidica mas abuedam ambos grupos de peces fue la de
los triacilglicéridos (TAG) y que los fosfolipidosnds representativos fueron la
fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolaminaER, no encontrandose diferencias tampoco

a nivel de clases lipidicas (Tabla 4.1V.5).

Tabla 4.1V.5

Contenido de humedad (%) y lipido total (% p.syoynposicion de
clases lipidicas (% del lipido total) de la piellde peces mantenidos
en tanque (T) y jaula (J).

T J

Humedad 66,5 + 5,1 64,9+ 4,7
Lipido Total 95+ 24 143 £ 2,7
Clases Lipidicas

Esfingomielina 0,43 0,22 0,23+ 0,11
Fosfatidilcolina 4,68+ 0,38 4,41+ 0,27
Fosfatidilserina 0,87 0,06 0,65+ 0,12
Fosfatidilinositol 0,29+ 0,04 0,35+ 0,08
Fosfatidiletanolamina 2,7% 0,52 2,83+ 0,48
Colesterol 9,38+ 1,34 8,43+ 0,25
Acidos grasos libres 1,420,91 2,36+ 0,53
Triacilglicerol 74,27+ 1,76 75,93+ 1,47
Esteres de esteroles 5,%32,47 4,77+ 1,29
Total lipido neutro 90,6& 1,61 91,48+ 1,03
Total lipido polar 9,06t 1,04 8,52+ 1,03

Media + desviacién estandar (n=6). p.s.: Peso seco.

En cuanto a la composicién en acidos grasos, tadtaelos mostraron que los acidos
grasos con mayor representacion en el lipido (o) de la piel de los bocinegros tanto de
tanque (T) como de jaula (J) fueron el 18:1, eD16l 22:6n-3, el 16:1 y el 18:2n-6. Estos,

representaron el 63,6% y el 63,0% del LT, respactente (Tabla 4.1V.6).

Tabla 4.1V.6
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Principales acidos grasos del lipido total (LT){&&0)
de la piel de los peces mantenidos en tanque @)l

J).
T J

14:0 41+ 0,4 46+ 0,4
16:0 18,2+ 0,8 179+ 14
16:12 6,6+ 0,3 70+ 0,4
16:2 0,8+ 0,1 0,7+ 0,1
17:0 0,5+ 0,1 0,6+ 0,0
18:0 3,4+ 1,3 3,9+ 0,3
18:12 225+ 0,5 21,1+ 0,6
18:2 n-6 53+ 1,0 7,7+ 0,9
18:3 n-3 1,4+ 0,3 1,4+ 0,2
18:4 n-3 1,5+ 0,4 1,3+ 0,3
20:1° 54+ 0,5 3,4+ 3,0
20:4 n-6 5,4+ 0,5 34+ 30
20:4 n-3 0,5+ 0,3 0,8+ 0,1
20:5n-3 6,3+ 1,1 56+ 1,2
22:1° 53+ 0,6 6,9+ 4,6
22:5n-3 1,4+ 0,4 1,8+ 0,4
22:6 n-3 11,4+ 2,4 95+ 2,1
24:1 n-9 1,1+ 0,2 0,7+ 0,1
UK 15+ 1,0 1,9+ 0,7
Totales

Saturados 26, 2,2 27,7+ 2,0
Monoenos 41,6 1,7 39,1+ 2,7
n-6 6,6+ 0,7 91+ 1,2
n-3 22,5+ 3,7 20,6+ 4,3
n-3 HUFA 19,6+ 3,3 17,8+ 3,8
DHA/EPAC 1,8+ 0,1 1,7+ 0,1

Media + desviacién estandar (n=6). Los totales
incluyen algunos componentes no mostradés.
Contiene isémeros n-9 y n-7Contiene isémeros n-11
y n-9; ¢ 22:6n-3/20:5n-3; tr. valores 0,3— 0,5%; 0,0
valores< 0,3%.

Asimismo, los acidos grasos mas importantes deletios TAG fueron el 18:1, el
16:0, el 16:1, el 20:1, el 22:6n-3, el 22:1 y el2IB6, representando un 73,9% y un 75,5%

de esta clase lipidica para los peces de T yPdecdsamente (Tabla 4.1V.7).

Tabla 4.1V.7

Principales &cidos grasos de los triacilglicéridos
(TAG) (% peso) de la piel de los peces mantenidos
en tanque (T) y jaula (J).

T J 16:1° 8,8+ 0,5 91 +0,4
14:0 4.8+ 0,4 53+0,1 16:3 0,8+ 0,1 08 +0,1
15:0 tr 05+ 0,0 18:0 55+ 1,9 53 +0,7
16:0 20,3+ 1,7 198+ 0,1 18:1% 21,8+ 1,0 222 +0,2
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18:2 n-6 55+ 1,5 6,1+0,3

18:3n-3 1,1+ 0,2 10+0,1
18:4 n-3 1,1+ 0,2 09 + 0,0
20:1° 59+0,6 68+ 0,2
20:4 n-3 0,7+ 0,1 05+ 0,0
20:5 n-3 4,4+ 0,9 39+0,7
22:1° 57+0,1 59+ 0,4
22:5n-3 1,5+ 0,3 11+0,1
22:6 n-3 5,9+ 0,7 56+ 0,5
24:1 n-9 0,8+ 0,1 08+ 0,0
UK, 1,7+0,4 11+0,1
Totales
Saturados 31,3 4,0 31,3+ 0,7
Monoenos 43,4 1,0 452+ 1,1
n-6 14,6+ 2,2 132 + 0,4
n-3 6,9+ 1,8 73+0,4
n-3 HUFA 12,5+ 1,9 111 +0,5
DHA/EPA® 1,4+0,1 14 +0,4

Media + desviaciéon estandar (n=6). Los totales
incluyen algunos componentes no mostradds.
Contiene isémeros n-9 y n-7Contiene isémeros n-
11y n-9;° 22:6n-3/20:5n-3; tr. valores 0,3— 0,5%; 0,0
valores< 0,3%.

Respecto a la composicién en acidos grasos ddl detdipidos polares (TP), los
acidos grasos mas importantes fueron el 16:0,:6h22, el 18:1, el 18:0, el 16:1 y el 20:5n-
3, representando un 80,3% y un 79,5% del TP pabmsugrupos de peces, respectivamente

(Tabla 4.1V.8).

Tabla 4.1V.8

Principales acidos grasos del total de lipido pQré)
(% peso) de la piel de los peces mantenidos emgang
(T) y en jaula (J).

T J
14:0 1,3+ 0,2 0,9+ 0,5
15:0 1,3+ 0,1 1,3+ 0,3
16:0 34,6% 3,2 31,7+ 3,3
16:1° 50+ 1,2 6,1+ 0,2
17:0 tr 0,6+ 0,1
16:3 0,6+ 0,2 0,5+ 0,1
16:4 1,4+ 0,3 1,2+ 0,2
18:0 11,4+ 2,1 10,3+ 0,7
18:1° 12,7+ 2,9 11,8+ 2,6
18:2 n-6 28+ 1.2 3,9+ 0,9
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20:1° 24+ 0,3 2,3+ 0,5

20:2 n-6 0,6+ 0,0 tr
20:4 n-6 1,3+ 0,4 1,3+ 0,2
20:5n-3 48+ 1,7 58+ 1,2
22:1° 1,7+ 0,7 1,5+ 05
22:5n-3 1,1+ 0,5 1,3+ 0,5
22:6 n-3 11,8+ 3,4 13,8+ 2,0
24:1 n-9 0,5+ 0,5 0,8+ 0,1
UK 35+0,7 2,7+ 0,6
Totals

Saturates 49, 1,5 44,7+ 3,9
Monoenes 22,4 1,4 23,3+ 3,0
n-3 17,7+ 45 21,2+ 1,1
n-6 51+ 1,5 5,8+ 0,9
n-3 HUFA 17,7+ 45 20,9+ 1,3
DHA/EPA® 25+0,3 2,5+ 0,8

Media * desviacion estandar (n=6). Los totales
incluyen algunos componentes no mostradds.
Contiene isémeros n-9 y n-7Contiene isémeros n-11
y n-9; ¢ 22:6n-3/20:5n-3; tr. valores 0,3— 0.5%; 0,0
valores< 0,3%.

Como se puede observar en los datos mostradosnpde similar a las Experiencias
[, Il'y lll descritas previamente, en el presentpegimento no se hallaron signos de pérdidas
o de sobreproduccion de acidos grasos polinsatsiree! LT y en las fracciones de TAG y
de TP, que pudieran relacionarse con una respwesia estado de estrés oxidativo
(Halliwell y Chirico, 1993; Baker y Davies, 199@stos resultados indican que a pesar de
los distintos niveles de peréxidos encontradosaguidl de los ejemplares, ni las diferentes
condiciones medioambientales establecidas, ni méidzd de astaxantina suplementada o
depositada, marcaron diferencias de composicioactos grasos de la piel de individuos
mantenidos en tanques en tierra o en jaulas flegant

Teniendo en cuenta la buena pigmentacion adqupadalos peces cultivados en
tanque, asi como el exceso de coloracion y loss atiweles de astaxantina que se
depositaron en la piel de los peces de jaula, cprateccion probable frente a la mayor
incidencia de radiaciones U.V a las que se viengouestos estos ejemplares, nuestros

resultados sugieren que el emplear niveles mas ligjoastaxantina para suplementar las
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dietas de los peces mantenidos en jaulas, podriabaenos resultados en cuanto a
pigmentacion se refiere, siempre y cuando, secetdigin tipo de estructura que cubra las
instalaciones, reduciendo de este modo la intedsi#aluz a la que estan expuestos los
ejemplares en estas instalaciones en mar abidrtmnilear menores dosis de astaxantina en
estas condiciones a la hora de suplementar lossgeepodria dar lugar a ejemplares

correctamente pigmentados para su comercializagiguor otro lado, se traduciria en una

reduccion de los costes de produccion, lo cualltesaoteresante para los productores

acuicolas.

Asimismo, de los resultados de las experiencigslll en las que se muestra que la
astaxantina procedente del algaematococcus pluviali§Naturose) es méas eficaz en
cuanto a deposicién y pigmentaciéon de la piel, egpende que unos 20-25 -kuy* de
astaxantina-Naturose en un sistema de jaulas cubiertas con estructazaces de reducir
la intensidad luminica, podria resultar efectivorgntable para engordar alevines de
bocinegro a escala comercial. Bajo estas premesaesarrolla actualmente el Proyecto de
Transferencia de Resultados de Investigacion (PET&1 PTR1995-0933-OP-02-01)
titulado “Suplementacion de piensos con astaxamiara la adecuada coloracion del pargo
(Pagrus pagrusen condiciones de cultivo comercial”, coordingdo la Universidad de La
Laguna y en la que participan el Instituto Espaf@Dceanografia y la empresa de cultivos
CEDRA S.L.L. Ello ha sido posible gracias a losuteglos preliminares (Cejas et al.,
2003Db; Tejera et al., 2007) obtenidos en el pray€CYT y que han sido expuestos en la

presente memoria.

Los resultados del Experimento IV, han sido exmsgesén las siguientes

comunicaciones a congresos:
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5. Conclusiones

1. Los bocinegros alimentados en tanques con dietgdermentadas con
25-50 mgkg™ de astaxantina fueron capaces de utilizar de rafi@iente este carotenoide,
presentando una coloracion rojiza que podria sgtable desde el punto de vista comercial.
Sin embargo, los ejemplares alimentados con dof@siaores a las resefiadas, presentan un

aspecto externo poco coloreado.

2. La tonalidad blanco-grisacea observada en ladadbs ejemplares alimentados
con 25-50 mgg’ de cantaxantina, ponen de manifiesto que el bgmineo es capaz de

utilizar de forma eficiente este carotenoide pagangntar su piel.

3. A igualdad de suplementacion dietaria de astaxanta mayor pigmentacién y
acumulacion de carotenoides en la piel de los legcos mantenidos en jaula respecto a los
de tanque, apuntan a que una mayor intensidad icemincrementa la deposicion de
pigmento en esta especie, sugiriéndose que el @isoetiores niveles de astaxantina en la

dieta podria lograr una coloracién mas adecuadasendividuos cultivados en jaulas.

4. La mejor coloracion y deposicion de carotenoidestaxantina en la piel de los
ejemplares alimentados con las fuentes esterificddaeste pigmento, ponen de manifiesto

la mayor efectividad de esta forma quimica parapigtar la piel de esta especie.

5. Independientemente de la forma quimica de la astaa suplementada, los
ejemplares de esta especie depositaron este aaic#ezn su piel, mayoritariamente en su

forma diester.
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6. La mayor presencia de diesteres de tunaxantinéa gnel de los ejemplares
alimentados con astaxantina como Unico caroterarida dieta, indica la capacidad de esta

especie para transformar metabolicamente la agtagauministrada en tunaxantina.

7. La ausencia de incrementos de astaxantina eelldgios bocinegros alimentados
con cantaxantina, muestra la incapacidad de specie para transformar metabolicamente

la cantaxantina suministrada en astaxantina.

8. Los menores niveles de peroxidos lipidicos preseah la piel de los ejemplares
gue depositaron mayores contenidos de astaxardiieasel papel protector desarrollado

por este carotenoide frente a las peroxidaciopédidas.

9. La similitud encontrada en los patrones lipidigoge acidos grasos entre los
ejemplares de los distintos tratamientos dietapasgce indicar que el metabolismo lipidico
del animal no se vio afectado por la adicion deotemoides en la dieta, ni por factores
medioambientales tales como las distintas intedssl@e luz presentes en tanques y jaulas

de cultivo.

10. Desde el punto de vista aplicado y con el fin bieratar los costes de produccion
de piensos suplementados con astaxantina paragefdende bocinegros en jaulas, se
sugiere no utilizar dosis superiores a 20kgg de pienso (p.s) de astaxantina esterificada y
cubrir las jaulas con estructuras capaces de disniaintensidad luminica en la superficie

de las mismas.
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