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EFECTO DE DIETAS ENRIQUECIDAS CON VITAMINA E Y SELENIO
ORGANICO EN EL COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO Y CALIDAD
FUNCIONAL DEL FILETE DE TRUCHA ARCO IRIS

(Oncorhynchus mykiss)

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar dietas enriquecidas con vitamina E y selenio
organico sobre el comportamiento productivo y la calidad funcional del filete de truchas
Arco Iris (Oncorhynchus mykiss). El estudio se hizo en el Centro Piscicola «El Ingenio» en
Huancayo, Pert, con 4200 truchas juveniles (164 g de peso) durante 40 dias. Se trabajo con
una dieta basal (tratamiento 1), dos niveles de vitamina E (25 y 50 ppm y tres niveles de
selenio organico (0,15; 0,25 y 0,35 ppm). Se asignaron 600 peces por cada uno de los siete
tratamientos y se tuvo tres repeticiones por cada uno (n=200) en un disefio experimental
completamente al azar. Se evalud la ganancia de peso, conversion alimenticia y eficiencia
proteica. Ademas, se determind el contenido de vitamina E, selenio, nitrégeno de bases
volatiles totales y el estado de oxidacion en el filete congelado. Los datos se sometieron al
analisis de varianza, la prueba multiple de Tukey y la prueba de Dunnett. La
suplementacion de la dieta con 50 ppm de vitamina E y 0,35 ppm de selenio orgénico
mejord la ganancia de peso, la conversion alimenticia y la eficiencia proteica (p<0,05);
asimismo, esta dieta mejoro la calidad funcional del filete de trucha en relacion al grupo

control (p<0,05), al tener la capacidad de almacenar 0,23 mg de selenio/kg de filete.



EFFECT OF DIETS ENRICHED WITH VITAMIN E AND ORGANIC SELENIUM
ON THE PRODUCTIVE PERFORMANCE AND MEAT QUALITY OF RAINBOW
TROUT (Oncorhynchus mykiss)

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate diets enriched with vitamin E and organic selenium
on the productive performance and meat quality of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
The study was carried out in the fish farm «El Ingenio» in Huancayo, Peru with 4200
juvenile trout (164 g of body weight) during 40 days. A basal diet (treatment 1), two levels
of vitamin E (25 and 50 ppm) and three levels of organic selenium (0,15; 0,25 and 0,35
ppm) were used. In the study, 600 trout were assigned per each of the seven treatments,
using three repetitions per treatment (n=200) in a completely randomized design. Body
weight gain, feed conversion ratio, and protein efficiency ratio were evaluated. Besides, in
the frozen meat content of vitamin E, selenium and total volatile basic nitrogen, and the
oxidation state were determined. Data was processed by the analysis of variance, the Tukey
multiple comparison test and the Dunnett’s test. The diet supplemented with 500 ppm of
vitamin E and 0,35 ppm of organic selenium improved body weight gain, feed conversion
ratio and protein efficiency ratio (p<0,05). Likewise, this diet improved the meat quality in
relation to the control group (p<0,05) due to its capacity to store 0,23 mg of selenium per

kilogram of trout meat.
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I INTRODUCCION

El selenio y la vitamina E, micronutrientes esenciales para el organismo humano y animal.
El selenio irremplazable por otro nutriente, por poseer su propio codigo DNA para
sintetizar selenoenzimas tan necesarias para la produccion aproximada de una treintena de
selenoproteinas en las cuales, el selenio, Gnico mineral antioxidante con capacidad
anticancerigeno que detoxifica metales, potencia el sistema inmune, previene el dafio
oxidativo, cataliza la conversion de las hormonas tiroideas a su forma activa, ademas de
otras bondades; y siendo organico mucho mejor por su biodisponibilidad (Navarro-Alarcon

y Cabrera-Vique 2008).

Por otro lado, la vitamina E (conjunto de tocoferoles y tocotrienoles sintetizados
unicamente por las plantas), también tiene capacidad antioxidante que proteje de la
peroxidacion a los acidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares, eliminando a
los radicales libres generados en el metabolismo celular, protegiendo asi a las proteinas,
lipidos, ADN y otras estructuras celulares del dafio celular y de diversos agentes

miopaticos distribuidos en la naturaleza (Mustacich et al. 2007).

Asimismo, diversas enfermedades causadas en el hombre y los animales por deficiencia,
indican que la suplementacion conjunta de selenio y de vitamina E tienen efectos aditivos,
observandose que existe una interrelacion entre estos dos nutrientes, mejorando la
respuesta inmunitaria, y que actian disminuyendo el efecto toxico de los radicales libres,

convirtiéndose ambos, en oligoelementos con sinergismo funcional (Klein 2009).

Por ello, los microelementos selenio y vitamina E, se pueden convertir en “componentes
funcionales o nutracéuticos” de un conjunto de alimentos, cuyos efectos, ademas de
proveer nutrientes, generarian un efecto beneficioso para la salud, que disminuya el riesgo
de padecer alguna patologia, o también de actuar de forma terapéutica sobre cierta
enfermedad, controlando de esta manera, el exceso de los radicales libres y las acciones

destructoras de las células que originarian las infecciones (Oldfield 2003).



Actualmente, la industria moderna de alimentos en el mundo, centra sus esfuerzos en
generar productos alimenticios de origen animal con caracteristicas funcionales. La trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss), pez de agua fria, de rapido crecimiento en jaulas y
estanques, cuyo consumo de la carne es creciente en nuestro medio; especie en la que, ain
no se han realizado trabajos similares, pero factible para que el selenio (componente

funcional) sea incorporado en el musculo a través de su dieta alimenticia (Vinchira 2010).

Los objetivos de la presente investigacion fueron: Enriquecer las dietas con diferentes
niveles de selenio organico conjuntamente con vitamina E. Evaluar el comportamiento
productivo y la calidad funcional de la carne de truchas Arco Iris, por ser un vehiculo de
selenoproteinas necesarias como agente antioxidante, para el beneficio en la salud de los

consumidores.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 EL SELENIO

2.1.1 Generalidades

Microelemento en polvo de color blanco cenizo con nimero atomico 34 y peso molecular
78,96; esta presente en el suelo como selenio elemental, selenito férrico basico, selenato de
calcio. Con el azufre comparten propiedades fisicas y quimicas similares; siendo frecuente
la presencia de ambos elementos en una molécula proteica con caracteristicas bioquimicas
diferentes. Asi, In vivo, los compuestos del selenio tienden a sufrir reduccion, mientras que

los del azufre, tienden a oxidarse (Reddy y Massaro 1983).

Segtin Young et al. (1982) el selenio fue descubierto en 1817 por el quimico sueco Jacob
Berzelius. Debido a que presenta varios estados de oxidacion, se ha determinando la

existencia de formas inorganicas y organicas de importancia en la nutricion (Cuadro 1).

Cuadro 1: Formas de presentacion del selenio.

A. Selenio como elemento (Se).
B. Formas inorganicas: H,Se (Seleniuro de hidrégeno), H,SeO; (Acido selenioso), H,SeO,
(Acido Selénico)
Selénidos inorganicos (Ejm: CdSe, Selénico de cadmio).
C. Formas organicas:
i) Selenoaminoacidos:
a. Importantes en la nutricion: selenometionina, selenocistina, selenocisteina.
b. Otros: selenometilselenocisteina, selenocistationina.
ii) Metabolitos intermedios:
Selenodiglutation, dimetilsélenido, trimetilselénido, selenoperulfido.
iii) Selenoproteinas:
Glutation peroxidasa, formato reductasa, glicina reductasa.

iv) Otros: 6-selenopurina, selenoprolil-tRNA.

Fuente: Young et al. (1982).



2.1.2 Selenio Organico

El selenito de sodio, fuente inorganica tradicional para suplementar al selenio en los
alimentos para animales; sin embargo, no se encuentra naturalmente y asi mismo, es menos
efectivo en asimilarse a partir del alimento para crear las reservas de selenio dentro del
organismo del animal (Surai 2002). Las limitaciones del uso del selenio inorganico son: su
toxicidad, interacciones con otros minerales, baja eficiencia de transferencia a la leche y
carne y en el mantenimiento de las reservas del organismo; como resultado, una elevada
proporcion de elemento es excretada; ademas, la desventaja se debe al efecto pro-oxidante

del ion selenito (Lyons et al. 2007).

La forma mas comun de selenio organico que se encuentra en los ingredientes naturales de
los alimentos (forrajes, granos de cereales, leguminosas, arroz, soya, etc.) es la
selenometionina, un atomo de selenio incorporado en una molécula de metionina. La
selenometionina también puede encontrarse en levadura enriquecida con selenio, pero su
cantidad puede variar marcadamente dependiendo de las condiciones de cultivo (Whanger

2002).

Las células de levadura pueden tomar selenio de la selenita o selenato y sintetizan el
selenoamino; en particular, ciertas cepas de levaduras son capaces de acumular hasta 3000
ppm de selenio en la forma orgénica, cuando el azufre en el medio de cultivo se sustituye
por compuestos de selenio y las condiciones de crecimiento son siempre adecuadas (Mc
Sheehy et al. 2005). Basados en la espectrometria de masas, ha sido posible determinar la
incorporacion de la selenometionina en el proteoma de la levadura, reemplazando

aproximadamente el 30% de todos los compuestos con metionina en selenometionina.

El selenio esta unido a diferentes aminoacidos, especialmente metionina y cisteina en los
alimentos. En la naturaleza los animales reciben selenio principalmente en la forma
organica presentes en los granos y forrajes, cuya cantidad varia mucho y depende de la
capacidad de la planta de absorber este elemento del suelo. El desarrollo industrial del
selenio organico emplea cepas especiales de la levaduras Saccharomyces cerevisiae, las
cuales realizan la sintesis de formas organicas de selenio, y a su vez son altamente
biodisponibles en nutricion animal, ofreciendo oportunidades no solo para el mejoramiento
de la salud y la productividad animal sino también para la produccion de carne, leche,

huevo y otros alimentos enriquecidos con selenio. Su presencia en la dieta es el principal



factor en la prevencion de diferentes enfermedades y, por lo tanto, el selenio orgénico

también tiene un gran impacto en la salud humana (Surai 2002).

2.1.3 Absorcion, Metabolismo y Excrecion del Selenio

La incorporacion del selenio en animales y el hombre es a través de la dieta alimenticia. Si
la racion es a base de vegetales, el contenido de selenio esta en funcion de la concentracion
del selenio en el suelo. Los estudios sobre metabolismo se han realizado mayormente con
raciones alimenticias en animales, con suplemento de origen inorganico como el selenito,
selenato o con suplementos de origen orgdnico como Se-metionina y Se-cisteina (figura 1),
en los cuales, la tasa de absorcion es mayor, cuyo selenio esta unido covalentemente a las

moléculas organicas (Zeng 2009).

Una vez que el selenio es absorbido a nivel duodenal y en el ileon anterior, se liga a las
proteinas del plasma sanguineo para ser transportado a todas las células y tejidos del
cuerpo, donde se almacena principalmente como selenometionina y selenocistina. El
selenio se incorpora a las células rojas sanguineas, higado, huesos, pelo, y leucocitos. La
corteza cerebral ha mostrado tener la mayor concentracion de selenio, seguido de los
testiculos, pancreas, hip6fisis e higado. Son bajos en selenio los musculos, huesos y sangre,

y muy bajo en el tejido adiposo (Burk 1978).

Figura 1: Estructuras quimicas de los aminoacidos cistina y metionina

comparados con sus seleno-aminoacidos.
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Se-cisteina Se-metionina

Fuente: Weiss (2005).



Seglin Weiss (2005) en animales, los selenoaminoacidos y el selenito son transformados,
por procesos enzimaticos y no enzimaticos. El selenito se reduce en las células a selénido,
y éste es usado para sintetizar la selenometionina a una molécula de serina; ésta se une a un

tRNA (codon UGA, encargado de codificar la selenocisteina y la metionina).

La sintesis del complejo Se-cis-tARN es entonces, colocada en un lugar especifico durante
la sintesis de proteina. Si el selenocisteina es absorbido desde la dieta, este compuesto no
puede ingresar directamente al sitio activo de la enzima durante la sintesis porque no tiene
el correcto tARN. El selenocisteina dietético, primeramente debe ser catabolizada y
también el selenio puede ser reducido a selénido y un Se-cis-tARN puede ser sintetizado

(figura 2).

Figura 2: Via simplificada del metabolismo del selenio en animales.
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Fuente: Weiss (2005).

De acuerdo a Sunde (1990), la excrecion del selenio se realiza por las vias urinarias, por las
heces y por el aire expirado. En la orina, el selenio se excreta como trimetilseleniuro
([CHs]3Se); en las heces el selenio que no se absorbid se encuentra en forma insoluble,
donde una pequefia parte de esta es enddgena que proviene de la excrecion de la bilis,

pancreas e intestino (Combs 2001), figura 3.



En un experimento sobre absorcion de selenio realizado en vacas lecheras por Koening et
al. (1991) sostienen que en poligastricos, la excrecion fecal es de mayor importancia,
seguida de la via urinaria y de menor relevancia la biliar, salival y pulmonar; asimismo, la
secrecion de selenio en la leche es una via de gran importancia. En el caso de humanos, el

sudor es una fuente minima de eliminacion del selenio (Dietrich y Kyriakopoulos 2001).

Figura 3: Incorporacion y excrecion del selenio.
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Fuente: Combs (2001).

2.1.4 Toxicidad

Cuando los niveles de selenio dentro del organismo animal son altos, los animales
presentan sindromes téxicos como ceguera, pérdida de pelo, desprendimiento de los
cascos, anemia, excesiva salivacion, paralisis y/o muerte. La intoxicacion por selenio en
humanos se manifiesta por pérdida de cabello y ufas, sarpullidos, lesiones en la piel,

sistema nervioso y dolores agudos (Ensminger et al. 1990).

Las formas organicas del selenio se caracterizan por carecer de toxicidad. Dentro de las
formas inorganicas, el selenio elemental parece ser el menos toxico por ser el mas
insoluble y por tanto dificilmente asimilable por los organismos. Las formas selenito y

selenato presentan una toxicidad semejante, otorgandoseles propiedades mutagénicas. En



el humano se desconocen los niveles exactos para producir intoxicaciéon cronica, pero
cantidades del orden de 2-8 mg/kg de peso corporal podrian producir graves lesiones. Por
ultimo, la eliminacion del selenio ingerido en la dieta humana es por via urinaria en forma
metilada ((CH3) Se+) o acetilada (acetilgalactosaminado). Sin embargo, cuando hay una
exposicion toxica, las vias secundarias de eliminacion del selenio pueden ser las heces,

secreciones biologicas, ufias y pelo (Yang et al. 1983).

2.1.5 El selenio en la Nutricion de Animales de Granja

Hasta 1957 se consider6é que el selenio no tenia ninguna actividad biologica. Ese afio fue
reconocido como elemento esencial para los animales debido a que el selenio prevenia la
necrosis hepatica en ratas y la diatesis exudativa (Schwatz y Foltz 1957, citado por Scott y
Nesheim 1982). Al mismo tiempo, al selenio se le consideraba como un mineral téxico

(Mc Donald et al. 1979, Maynard 1968, Underwood 1969).

El Comité de Expertos de la Organizacion Mundial de la Salud en 1973 confirmaron que el
selenio es un oligoelemento esencial que no puede ser reemplazado completamente por

otros nutrientes de funciones afines, como por ejemplo la vitamina E.

Combs y Scout (1979) hallaron que en gallinas a niveles de 0,05 ppm de selenio en la dieta
era adecuado para mantener la produccion de huevos. En cambio, niveles menores de 0,10

ppm producen deficiencia de la enzima glutation peroxidasa dependiente del selenio.

En un experimento realizado en pavos (Potter et al. 1980), empleando harina de sabalo
como suplemento proteico en la dieta con 0,1 a 0,2 ppm de selenio encontraron un
incremento en el consumo de alimento del 2 % y un aumento en el peso de 2,2 % para 0.1
ppm y de 2,4 % para 0,2 ppm de selenio. Las dietas suplementadas con selenio pero sin
harina de sabalo, mostraron un incremento en el peso de 4.1 % para 0,1 ppm y de 5,5 %

para 0,2 ppm, indicando los beneficios por uso del selenio.

En corderos se demostré que cuando se suplement6 la dieta con selenio, se podia curar la
distrofia muscular (Ensminger y Olentine 1983). Otros estudios han mostrado que
enfermedades como la distrofia del musculo blanco, necrosis del higado, diatesis exudativa
y las miopatias cardiacas estan relacionados con la deficiencia del selenio en las aves y el

ganado (Wolffram 1999).



Investigaciones con rumiantes (Miller y Brzezinska 1993) han mostrado efectos benéficos
al disminuir la incidencia de enfermedades, mejorando asi el sistema inmunologico y la
respuesta productiva de los animales. Knowles et al. (1999) al suplementar selenio
orgénico en el alimento de vacas productoras de leche encontraron un incremento en el
nivel del selenio en el higado, sangre y leche de dos a tres veces mas al compararlo con

una fuente inorgénica.

Un estudio realizado con cerdas gestantes por Svoboda et al. (2009), mostréo que las
concentraciones de selenio en la sangre (P<0.05) y en el calostro (P<0.05) fueron mayores
en el grupo de cerdas con dietas de la forma organica de selenio y, no se observaron
diferencias en las actividades de la glutation peroxidasa entre los dos grupos. Ademas, las
concentraciones de selenio en los tejidos de los lechones también fueron mas altos que en
aquellos que recibieron la forma organica de selenio; concluyéndose, que el uso del alga
Chlorella spp. enriquecido con selenio organico en cerdas gestantes generd una mayor

transferencia placentaria de selenio a su progenie.

Knowles et al. (1999) suplementaron con selenato de sodio y con selenio organico
(levadura selenizada) en vacas productoras de leche, encontrando un incremento en el nivel
del selenio en la sangre, leche, caseina e higado de dos a tres veces mas al compararlo con

una fuente inorganica.

En otra investigacion también en vacas, se encontr6 que las vacas y sus terneros
suplementadas con selenolevadura tuvieron mayor concentracion de selenio en la sangre
que los animales suplementadas con selenito de sodio (P < 0,05), pero la actividad de la
glutation peroxidasa (GSH-Px) no fue diferente (P>0,60) entre las dos fuentes (Gunter et
al. 2003).

Asimismo, Ortman y Pehrson (1999) encontraron que el suplemento de selenio en su forma
organica, en vacas tiene efectos mas satisfactorios en concentraciones mas altas del
mineral en la leche que las vacas con suplementos inorganicos de selenito de sodio, lo que

provee una suplementacion mas adecuada a las necesidades del ternero.

Juniper et al. (2008) mostraron que las dietas de vacunos de carne tuvieron mayor
proporcion de selenometionina en la sangre y en los demas tejidos, asi como en la

actividad de la GSH-Px, en comparacion con aquellos vacunos de carne que recibieron una



dieta con selenito de sodio, lo que indicé una mejor retencion de selenio por parte de los
tejidos, mayor disponibilidad y mayor actividad de la GSH-Px en la sangre. Sin embargo,
de acuerdo a la prueba del acido tiobarbittrico, todos estos incrementos parecen tener poco

o ningun efecto en la estabilidad oxidativa de la carne.

Se ha demostrado, que el uso correcto de selenio es relevante para asegurar la resistencia a
la enfermedad y la eliminacion de elementos patégenos (inmunidad no especifica). Por el
contrario, la deficiencia del selenio afecta los niveles de la inmunoglobulina G (IgG) y la
funcion de las células T, factores que determinan mayor prevalencia y severidad de las

enfermedades usualmente presentes en las poblaciones animales (Arthur et al. 2003).

Respecto a los trastornos reproductivos Behne y Kyriakopoulos (2001), la carencia de
selenio determina una baja fertilidad en mamiferos machos (espermiogénesis testicular).
Estas anomalias se han asociado a la menor actividad de una glutation peroxidasa, que se
llama esperma-nucleo GSH-Px (sn-GSH-Px) presente en el nucleo del espermatozoide, el
unico lugar donde existe la selenoproteina, que participaria en los arreglos de las proteinas
asociadas al ADN vy esta enzima es imprescindible para la maduracion del esperma y la

fertilidad en los machos.

Los huevos de gallina de una dieta suplementada con selenio tuvieron un incremento
significativamente mayor (P<0,01) de selenio que los de la dieta suplementada con selenita
de sodio, mostrando asi un alimento de alto valor bioldgico y que representa una ventaja
adicional para la salud humana debido a la capacidad que tienen las aves de almacenar
compuestos antioxidantes esenciales para el metabolismo humano en formas altamente

disponibles (Utterback et al. 2005).

En un experimento también con gallinas, se observd que el selenio se transfiere del
alimento al huevo y posteriormente al embrién en desarrollo, mejorando asi sus defensas
antioxidantes. La mejor manera de regular el sistema antioxidante del pollito recién nacido
fue la utilizacion de selenio organico de levadura en la dieta de la reproductora. Por el
contrario, la inclusion de selenito sodico en la dieta materna tuvo un limitado potencial
para incrementar la concentracion de selenio en los huevos. Ademas, no habia diferencia
en el contenido de selenio del huevo cuando se usoé el selenito sédico en dosis de 0,1; 0,2; 6

0,3 ppm. En cambio, cuando se utilizo selenio organico en la forma de selenolevadura se
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observo un incremento gradual de contenido de selenio en el huevo (de 7,1 ug hasta 11,2

ug/huevo) (Paton et al. 2002).

En un trabajo con pollos de engorde en crecimiento se encontrdo que los suplementos
dietéticos con selenio organico produjo una concentracion de selenio que fue mayor en el
musculo y las concentraciones plasmaticas, en comparacion con los pollos alimentados con
la dieta de selenito de sodio; sin embargo, la actividad plasmatica de la glutation
peroxidasa no fue afectada por la fuente de selenio, indicando que el selenio organico
aumenta la concentracion de selenio en el tejido, pero no afecta el crecimiento ni las
caracteristicas de la carcasa, ni tampoco la actividad de la glutation peroxidasa plasmatica

(Payne y Southern 2005).

Un estudio realizado con ovejas y cabras se encontrd que existe una relacion entre madre y
feto en la concentracion de selenio y su metabolismo. Las concentraciones de selenio en el
liquido amnidtico y alantoideo se podria utilizar como un posible indicador de la condicion

de selenio en el feto durante la gestacion (Ghany-Hefnawy et al. 2007).

2.1.6 El selenio en Nutricion de Peces

Los signos de deficiencia de selenio en la salud de peces se manifiestan en la disminucion
del crecimiento, de la sobrevivencia, hematocrito y en la actividad de la glutation
peroxidasa. Las funciones inmunes no-especificas de macrofagos fueron igualmente
influenciadas por las fuentes y niveles de selenio en las dietas. Aparentemente, en peces el
selenio en las dietas, mejora la inmunidad especifica y resistencia a las enfermedades vy, las
fuentes organicas de selenio son mas potentes que las formas inorganicas. Se sugiere que
las formas organicas sean incluidos en la dieta a los niveles requeridos para un éptimo

crecimiento (Lim y Klesius 2000).

En general, el selenio es un nutriente esencial para los peces y participa en importantes
procesos metabolicos. Su deficiencia puede generar retraso en el crecimiento, distrofia
muscular, pérdida del apetito y mortalidad. El requerimiento nutricional de selenio en
peces se encuentra en un rango de 0,15-0,5 mg selenio/kg de dieta en materia seca, con los
alimentos y el agua que captura por medio de las branquias como las principales fuentes

del mineral (Watanabe et al. 1997).
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Debido a la importancia del selenio en la nutricion de peces, se han evaluado diferentes
fuentes dietarias organicas e inorganicas del selenio. Asi, Wang y Lowell (1997),
encontraron en el pez gato americano (Ictalurus punctatus) que la biodisponibilidad de las
fuentes organicas como seleno-metionina y seleno-levadura para crecimiento fue mayor
con respecto a la fuente inorgénica (selenito de sodio) con valores de biodisponibilidad

relativa de 336 y 269 %, respectivamente.

Usando selenio orgéanico en cantidades de 0,03 mg/kg de alimento, en la nutricion de
carpas (Cyprinus carpio), se determind que no hubo diferencias significativas en términos
de peso corporal, donde el grupo de control mostrdé un peso promedio de 600 g/pez y el

grupo experimental, registré un mayor peso promedio de 621 g /pez (Sara et al. 2010).

Lin y Shiau (2005) en un estudio con meros juveniles (Epinephelus malabaricus),
consumiendo dietas con distintos niveles de seleno-metionina comprobaron que el aumento
de peso y la eficiencia alimenticia fueron mas altas en los peces alimentados con dietas de
altos niveles de Se/kg de alimento. También, la actividad de la glutation peroxidasa
hepatica (GSH-Px) fue mayor en los peces alimentados con dietas de 1,23 mg Se/kg,
seguido de 0,79 mg Se/kg; 0,39 y 0,55 mg Se/kg, y fue mas baja en los peces alimentados
con la dieta basal. Por regresion lineal se encontré que la concentracion estimada de
selenio para la dieta del mero en crecimiento y un continuo aumento de peso corporal de

los peces fue de aproximadamente 0,7 mg Se/kg de alimento.

En otra investigacion con salmones del Atlantico (Salmo salar) sobre la digestibilidad y
biodisponibilidad del selenio orgédnico (selenometionina, selenocisteina) y del selenito de
sodio, se demostrd que la selenometionina fue mas digerible (92%), versus al 47 %, y con
una mayor concentracion plasmatica de selenio en los salmones con selenometionina. La
enzima glutation peroxidasa (GSH-Px), que contiene selenocisteina fue una mejor fuente
de selenio para el plasma. Pero, la actividad de la GSH-Px en el higado y los eritrocitos no
fueron significativamente diferentes en los peces de las dietas experimentales durante las

cuatro semanas de estudio (Bell y Cowey 1989).

Segun Gomes (2008) se realizd un experimento con especies jovenes de tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus), suplementando las dietas con cuatro niveles de selenometionina
(0,25; 0,50; 1,0 y 1,5 mg Se/kg) y un grupo control (0,0 mg Se/kg), encontrandose que el

consumo del alimento aument6 proporcionalmente con el nivel de selenio en la dieta; las
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concentraciones de 0,25 y 0,50 mg Se/Kg, aumentd la ganancia de peso y mejord la
conversion del alimento; aunque no mostré cambios significativos en la estructura

morfofuncional del higado.

Asimismo, en otro estudio con el bagre Africano durante 43 dias, donde se utilizo el ajo
como fuente de selenio organico (selenocisteina) y en diferentes concentraciones (1,9; 2,8;
3,9; 5,1 y 8,5 mg/kg), con el fin de obtener alimentos para humanos con propiedades anti-
cancerigenas. Los contenidos de selenio total tanto al inicio como final del experimento,
mostraron una relacion lineal positiva entre la concentracion de selenio en la dieta y, el
total de selenometionina en el filete, con un total de 1,2 % de inclusion de ajo en las dietas
suministradas. También se observaron mejoras en los parametros productivos como
crecimiento y conversion alimenticia con cantidades de selenio superiores al requerimiento
(0,38 mg/kg de dieta), sin generar efectos negativos sobre los peces, siendo el resultado
muy importante desde el punto de vista nutricional, por las propiedades anti-cancerigenas

que se le atribuyen (Schram et al. 2008).

En un ensayo con esturiones (Acipenser transmontanus) para evaluar el crecimiento
empleando dietas suplementadas con selenio en forma de L-selenometionina en diferentes
niveles (0,4; 9,6; 20,5; 41,7; 89,8 y 191,1 mg selenio/Kg), se establecidé para una tasa de
crecimiento en el esturion alimentado una cantidad igual o superior a 41,7 mg selenio /Kg
de dieta. Asi también, se observaron alteraciones histopatoldgicas en el higado y el rifion
en el Esturion consumiendo por encima de 20,5 mg selenio/Kg de dieta, pudiendo
considerar como limite de concentracion entre 10 y 20 mg selenio/Kg de dieta (Tashjian et

al. 2006).

Segtin Hilton et al. (1982) se hicieron diversos estudios en truchas. Asi, en un trabajo sobre
absorcion, distribucion y excrecion de selenio en truchas Arco Iris juveniles (Salmo
gairdneri) utilizando el is6topo Se-75, demostraron que la absorcion gastrica de selenio
parece ser eficiente. La mayor concentracion de Se en los tejidos fue en el higado, el rifion
y no en la sangre. Asimismo, la excrecion esta a cargo del tejido renal e higado. Ademas,
el plasma es el principal medio de transporte a través de todo el cuerpo y la vida media

biologica del selenio en los tejidos disminuye con el aumento del nivel de selenio.

En una investigacion sobre el estrés oxidativo en embriones de truchas (Oncorhynchus

mykiss), se encontr6 que la toxicidad de selenio se debe a la capacidad para sustituir al
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azufre durante la formacion de las proteinas, y que algunas formas de selenio son capaces

de generar estrés oxidativo en un sistema in vitro que incluye a la enzima GSH-Px.

De otro lado, la L-selenometionina, es la forma predominante de selenio en huevos de
vertebrados oviparos como los peces, no genera radicales oxidativos en este sistema. Sin
embargo, lesiones compatibles con estrés oxidativo fueron identificados en peces con altas
concentraciones de selenio, donde el estrés oxidativo parece ser generado por la actividad
de la enzima metioninasa en los embriones que libera al metilselenol debido a las cargas

excesivas de la seleniometionina (Palace et al. 2004).

Igualmente, un experimento se realizado con truchas en hacinamiento, usando una dieta
basal suplementado con 0,15 y 0,30 mg selenio/kg dieta de selenito de sodio y
selenometionina. Se determind que los peces alimentados con la dieta basal mostraron
disminucion en la ganancia de peso, consumo de alimento y la tasa de conversion
alimenticia. En cambio, la suplementacion con selenio mejoro6 el crecimiento y el estado
antioxidante de los peces. Los efectos de seleno-metionina fueron mayores que selenita de

sodio.

El resultado sugiere que las condiciones de hacinamiento causan efectos perjudiciales en la
trucha, indicada por el aumento del estrés oxidativo, reduccion de la ingesta de alimento y
de la ganancia de peso corporal. La dieta con suplementos de selenio permite reducir las
pérdidas en el rendimiento de las truchas criadas en condiciones de hacinamiento. Ademas,
la selenometionina es mas efectivo que el selenito de sodio y la dosis mas alta parece ser

mas eficaz que la dosis mas baja (Kiigiikbay et al. 2009).

Una investigacion con dietas de selenometionina en larvas de trucha Arco Iris
(Oncorhynchus mykiss) mostré que, al inicio los peces expuestos a las dietas con
selenometionina mostraron una disminucion significativa de longitud y de peso corporal
cuando fueron alimentados con 4 y 6 png/g selenometionina en la dieta. Sin embargo, las
concentraciones de selenio en el cuerpo aumentaron significativamente en los peces
alimentados con 12 y 18 ug/g selenometionina después de 60 dias, en comparacion con los
controles. Asimismo, se observé un aumento significativo de la concentracion de selenio
en todo el cuerpo después de 90 dias en todos los niveles de exposicion, y los ratios de
Peroxidacion lipidica y GSH se mantuvieron sin cambios por los tratamientos de selenio

(Vidal et al. 2005).
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Misra y Niyogi (2009) condujeron un experimento sobre el dafio oxidativo por el selenio
en los hepatocitos de la trucha Arco Iris, mediante el estrés oxidativo in vitro a diferentes
dosis de selenito. Observaron la induccion de la glutation peroxidasa (GSH-Px), la catalasa
(CAT) y el superoxido dismutasa (SOD), demostrando que la exposicion al selenito (100-
200 microM) aumentd la formacion de radicales libres de oxigeno (ROS) intracelular,
redujo el ratio de glutation oxidado (GSSG); aumento de la peroxidaciéon de lipidos
celulares con aumento de la dosis de exposicion al selenito, indicando dafio oxidativo de la

membrana celular, sugiriendo finalmente, la muerte celular.

Un similar trabajo fue realizado para analizar el efecto protector contra dos metales
pesados (Cd"™ y Cr'™), expuestos al estrés en el tejido hepatico de la trucha (Oncorhynchus
mykiss) en dosis de 2 ppm cada uno. Se demostrd que los parametros bioquimicos como la
actividad de la catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-Px) y superoxido dismutasa
(SOD) fueron significativamente menores que en el grupo de control (P <0,05), y el nivel
de malondialdehido (MDA) mostrdé un aumento (P <0,05) en los grupos expuestos a la

toxicidad de los metales pesados (Talas et al. 2008).

Se llevd a cabo un ensayo de alimentacion con la trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss)
para determinar si mejora la absorcion y asimilacion de selenio (Se-levadura) y zinc
organico comparado con las formas inorganicas. Después de 10 semanas, la selenolevadura
aumentdé significativamente en todos los tejidos, en mayor medida que el selenito, excepto
en el piloro, ciegos y el higado donde los mayores incrementos fueron los provenientes de
selenito. En cambio, la actividad de la glutation peroxidasa (GSH-Px) no se vio afectada.
En todos los aspectos, la selenolevadura resulté ser una forma altamente biodisponible de
selenio en comparacion con el selenito de sodio y debido a su superior biodisponibilidad,
seria una fuente preferida de suplementacion de selenio en las dietas de las truchas (Rider

et al. 2010).

2.2 VITAMINA E

La vitamina E fue descubierta en 1922, notandose que era esencial para mantener la
fertilidad en ratas; en 1924 Sure et al. denominaron vitamina E porque las vitaminas A, B,
C y D ya se conocian; luego, Olcott y Mattil en 1931 describieron por primera vez la

funcion antioxidante de la vitamina E (Olcott y Mattill, citado por Burton 1994). En el afio
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1936 (Evans, citado por Saul 2003) aisl6 el a-tocoferol, nombre que deriva de la palabra
griega phero, "para llevar" y la palabra tocos, que significa "parto". Asimismo, se
demuestra el papel de la vitamina E en la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados

(Horwitt 1976).

En las décadas de los 40 y los 50 investigaron las funciones de la vitamina E en nutricion
infantil utilizando el germen de trigo y observando el efecto positivo en la ganancia de
peso. También, se ha investigado sobre las funciones de la vitamina en humanos
determinando que en recién nacidos es un potente antioxidante natural que protege las
membranas celulares como captador de radicales libres causantes de la peroxidacion de

lipidos (Bell y Filer 1981).

Segin Burton y Traber (1990), la vitamina E es el antioxidante mas abundante en la
naturaleza, agrupando ocho isdomeros estructurales de tocoferoles y tocotrienoles,

destacando entre ellos el a-tocoferol por poseer la mayor actividad antioxidante.

Se ha determinado que la accion antioxidante de la vitamina E se basa en su capacidad para
neutralizar los radicales perdxido, hidroxilo y lipoperoxilo a formas menos reactivas.
Ademas, rompe la reaccion en cadena de la lipoperoxidacion que ataca a las membranas
celulares. Asimismo, debido a su alta liposolubilidad, se asocia a membranas ricas en
lipidos, como la membrana mitocondrial, reticulos plasmaticos o la membrana plasmatica
(Bowles et al. 1991). Los animales no puede generar su propia vitamina E; por ello, deben

consumirla con los alimentos y suplementos proporcionados (Chandan et al. 2006).

Harris et al. (2002) refieren varios beneficios de la vitamina E en humanos, sobre todo con
respecto a enfermedades cardiovasculares, donde el a-tocoferol disminuye la peroxidacion
de los lipidos, inhibe la adhesion plaquetaria y la proliferacion de células musculares lisas,
ejerciendo efectos anti-inflamatorios en los monocitos de la sangre, mejorando la funcion

endotelial.
2.2.1 Estructura Quimica

La vitamina E pertenece al grupo de las vitaminas liposolubles. Dentro del término de
vitamina E se incluyen distintos compuestos que estan relacionados quimicamente,
existiendo al menos 8 formas que se caracterizan por un sistema de anillos y una cadena

larga de 16 carbonos, como se puede observar en la figura 4. El primer grupo de 4
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tocoferoles: la a-, B-, y- y d-tocoferoles, los cuales solo difieren en el nimero y posicion de
los grupos metilo (el a -tocoferol tiene tres grupos metilo) en la cadena saturada junto al

nucleo o anillo cromanol (Lee et al. 2009).

El segundo grupo, los tocotrienoles, que difieren de los tocoferoles por tener una cadena de
isoprenoides. Es decir, tres enlaces dobles en la cadena lateral. Ademas, las diferentes
isoformas de tocotrienoles se diferencian en sus sustituyentes metilo en el niicleo cromanol

(Packer et al. 2001).

Figura 4: Estructura quimica del tocoferol y tocotrienol.

CH:

CH:s tocoferol

CH:
CH: tocotrienol
R R:
CH:s CH:s (04
CH: H B
H CH: Y
H H 3

Fuente: Ricciarelli et al. (2001).

Los tocotrienoles son productos menos distribuidos en la naturaleza y tienen una actividad
bioldégica mas baja y menor importancia nutricional que los tocoferoles. De todos los
estereoisomeros, la forma mas activa y abundante es el a-tocoferol, cuya estructura fue
propuesto por Fernholz en 1938 (Roberts 1989), quien afirma que este compuesto es el

responsable del 90 % de la actividad en tejidos animales. Ademas, la forma sintética es
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menos activa que la forma aislada de las plantas, debido a que la molécula presenta varios

centros asimétricos generando estereoisomeros durante la sintesis.
2.2.2 Absorcion, Metabolismo y Excrecion de la Vitamina E

La absorcion de la vitamina E tiene lugar en el intestino delgado juntamente con los
lipidos. Al igual que todas las sustancias liposolubles, depende de la presencia de la bilis y
de las secreciones pancreaticas para poder formar las micelas que seran absorbidas por el
intestino delgado en sus porciones altas y medias, siendo méxima en el yeyuno. Si existiese
mala absorcion de lipidos a nivel del intestino, habrd deficiencia de vitamina E (Traber

1996).

Los enterositos del intestino delgado juegan un papel importante en la absorcion de esta
vitamina junto a fosfolipidos, colesterol, carotenoides y apolipoproteinas. Desde la mucosa
intestinal es transportada por la sangre, asociada a los quilomicrones en aproximadamente
99 %, y en menor medida junto a las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL); luego,
la vitamina es captada por el higado y posteriormente liberada a la circulacion unida a

lipoproteinas (Bjorneboe et al. 1986).

Segun Atanasiu et al. (2006) el higado humano juega un papel central en la homeostasis de
la vitamina E, donde se ha identificado la proteina a-tocoferol de transferencia (a-TTP),
proteina que regula discriminando en forma negativa todos los otros diferentes
estereoisdmeros, excepto la forma a-tocoferol, cuyo sistema de transporte a los tejidos
periféricos esta constituido por las particulas lipoproteinas de baja densidad (LDL), como

también se puede ver en el cuadro 4.

Las particulas de Lipoproteinas de Alta Densidad (HDL) son las responsables del
transporte inverso del a-tocoferol de los tejidos periféricos al higado, asimismo para la
entrega del a-tocoferol entre los diferentes tejidos, donde la circulacion del a-tocoferol se

transporta en asociacion con las particulas de HDL.

Gran parte de la vitamina E en el cuerpo se almacena en el misculo esquelético, tejido
adiposo y el higado. Los tejidos adiposo y suprarrenales tienen las mayores
concentraciones de vitamina E, con niveles que son diez veces mayores que en otros

tejidos (Diplock 1985).
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Figura 5: Metabolismo de la vitamina E.
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Fuente: Blé-Castillo et al. (2008).

El suero de humanos, combinados la Lipoproteina de Baja Densidad (LDL) y la de Alta
Densidad (HDL) contienen el 90 % de la vitamina E; en los fosfolipidos del plasma, la
proteina a-tocoferol de transferencia (a-TTP) facilita el intercambio entre LDL y HDL. En
el pulmoén, la HDL es la fuente principal de vitamina E de los neumocitos tipo II
(Ricciarelli et al.2001); asimismo, en el cerebro, asociada al HDL-tocoferol se transfiere
de forma selectiva en las células que constituyen la barrera sangre-cerebro (Ricciarelli et

al. 2001).
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Debido a la estéreo-especificidad de la a-TTP casi exclusiva para el alfa-tocoferol, la
mayoria de los otros analogos del tocoferol y los isdmeros sintéticos no reconocidos por el

a-TTP, son metabolizados y eliminados a través de la bilis y la orina (Munteanu 2004).

Respecto a la distribucion intracelular, las concentraciones mas elevadas de a-tocoferol se
han encontrado en el aparato de Golgi, lisosomas, reticulo endoplasmatico y mitocondria.
Asimismo, se ha identificado un grupo de proteinas llamadas Proteinas Asociadas al
Tocoferol (TAP) y La Proteina Fijadora de Tocoferol (TBP), que parecen estar

involucradas en la movilizacion intracelular del Tocoferol (Drevon 1991).

La excrecion del tocoferol se realiza por las heces via biliar, mayoritariamente en su forma
libre; y si ha sido metabolizado, el principal metabolito producido después de la oxidacion
hepatica del tocoferol es el a-tocoferil-quinona, el cual puede ser reducido a a-tocoferol
hidroquinona por las enzimas microsomales y mitocondriales dependientes de NADPH.
Otros metabolitos aislados de la orina son el acido tocoferonico y la tocoferonolactona, en

los que se encuentra abierto el anillo de cromano (Blé-Castillo et al. 2008).

Figura 6: Estructuras de los tocoferoles, Carboxietil Hidroxicromano (CEHC) Y

Trolox (Analogo Hidrosoluble del a-Tocoferol).

HO
HsC
CHs CH: CH: CH:
Tocoferol
R CH:
HO HO
COOH COOH
HsC (o) cHe H.C 0" n,
CH. CH:
CEHC Trolox

Fuente: Leonard et al. (2005).
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Sin embargo, recientemente se han identificado (figura 6) dos metabolitos de anillo cerrado
denominado a-CEHC (2, 5, 7, 8-tetrametil-2-(2'-carboxietil)-6-hidroxicromano) y y-CEHC
(2,7,8-trimetil-2-(2'-carboxietil)-6-hidroxicromano),  derivado de  moléculas  del
correspondiente tocoferol que no han actuado como antioxidantes; estos metabolitos son

solubles en agua y se excretan con la orina en los seres humanos (Leonard y Traber 2006).

2.2.3 Toxicidad

Uno de los peligros del consumo de altas dosis de vitamina E, es que pueda desplazar a
otros antioxidantes solubles en grasas, generando un desbalance natural del sistema
antioxidante y aumentando la vulnerabilidad del dafio oxidativo. Asimismo, la vitamina
puede inhibir a las enzimas citosolicas glutation-S-transferasas, las cuales ayudan a

detoxificar toxinas endogenas (Van Haaften et al. 2003).

También, la vitamina E en exceso podria afectar la conversion del B-caroteno en vitamina
A y su distribucion en los tejidos. Asi, un estudio sobre la prevencion de cancer con a-
tocoferol y P-caroteno demostrd un significativo incremento en el riesgo de shock

hemorragico entre los participantes tratados con vitamina E (Heinonen y Albanes 1994).

Millar et al. (2005) sugieren que la suplementaciéon con vitamina E puede prevenir las
enfermedades cardiovasculares y el cancer. Sin embargo, dosis altas de suplementos de
vitamina E (> 400 UI / d), puede aumentar la mortalidad por cualquier causa y debe ser

evitado.

El tocoferol-quinona es un potente inhibidor de la vitamina K-dependiente carboxilasa que
controla la coagulacion de la sangre, por lo tanto, la vitamina E tiene propiedades anti-
coagulantes, posiblemente interfiriendo con los mecanismos mediados por la vitamina K

(Dowd and Zheng, 1995).

Se ha podido demostrar en un estudio in vitro que la vitamina E eleva los efectos anti-
plaquetarios del acido acetilsalicilico por lo que recomiendan tener sumo cuidado al

consumir ambas vitaminas (Gonzalez-Correa et al. 2005).

Asi también, la ingesta de a-tocoferol durante el segundo y tercer trimestre en gestantes
diabéticas no supone riesgos comprobables, pero su administracion en altas dosis durante

el primer trimestre de gestacion podria estar asociada con una disminucion en el peso del
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neonato y, eventualmente, con un incremento en el indice de malformaciones (Gonzalez,

2006).

2.2.4 Funciones de la Vitamina E

Benzie (1996) afirma, la funcion biologica de los tocoferoles son eficientes Antioxidantes
Liposolubles del organismo, que actuan interrumpiendo la peroxidacion en cadena, y solo
el a-tocoferol y una menor proporcion de y-tocoferol estan presentes en los tejidos

humanos y animales, incluida la sangre.

El sitio activo del tocoferol se localiza en el grupo -OH en la posicion 6 del anillo
cromanol y la funciéon antioxidante del a-tocoferol ocurre cuando el a-tocoferol dona su
atomo de hidrégeno fendlico, a un radical lipidico peroxil para formar un hidroperéxido
que se convierte en un radical tocoferoxilo. El a—tocoferol se localiza dentro de las
membranas celulares y su principal funcion es romper y detener la oxidacion y

peroxidacion en los sistemas biologicos (Faustman et al. 1998).

La accion antioxidante de la vitamina E se debe a una serie de mecanismos moleculares. Se
produce una sustitucion del hidrogeno de los tocoferoles (a-TOH) por un radical peroxi
(ROO) formandose un hidroperdxido lipidico (ROOH). Este radical formado es mas
estable a causa del anillo aromatico, evitando asi la propagacion de la reacciones de

radicales libres o peroxidacion (Brigelius-Flohé y Traber 1999).

La vitamina E, ademés de proteger principalmente a los acidos grasos poliinsaturados
situados en las membranas bioldgicas, también protege de la oxidacion a las enzimas,
proteinas y 4acidos nucleicos como el ADN (Packer 1991); indica asimismo, que la
oxidacion se relaciona con el envejecimiento y numerosas enfermedades: cancer, artritis y
cataratas; las plaquetas que se hiper-acumulan, puede conducir a la aterosclerosis, dichas
enfermedades se pueden prevenir a través de la participacion de la vitamina E. Del mismo
modo, la vitamina E ayuda a reducir la produccion de prostaglandinas como el

tromboxano, que causan la agregacion plaquetaria.

En animales, las concentraciones plasmaticas de y-tocoferol se asocia inversamente con la
incidencia de enfermedades cardiovasculares y el cancer; que probablemente estan

relacionados con la actividad anti-inflamatoria del tocoferol y su principal metabolito (y-
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CEHC) vinculada a la inhibiciéon de la ciclooxigenasa-2; estos (carboxi-etil-hidroxi-
cromano, CEHC) son sintetizados por los hepatocitos a través del citocromo P450 antes de
la excrecion urinaria (Jiang et al. 2001). Ademas, se ha probado que el y-tocoferol induce
la muerte celular de las células malignas del cancer de prostata mediante la interrupcion de

la sintesis de novo de los esfingolipidos.

El beneficio de proteccion de la vitamina E y el selenio contra las enfermedades cronicas
degenerativas como el cancer, las enfermedades cardiovasculares y las enfermedades
infecciosas agudas han sido sostenidas por (Leonard et al. 2005). El selenio puede
funcionar de forma sinérgica con la vitamina E debido a sus propiedades antioxidantes
naturales, el selenio como componente de la enzima glutation peroxidasa y la vitamina E

como antioxidante liposoluble.

Ademas, la vitamina E y el selenio son utilizados para prevenir el cancer de prostata. El
selenio potencia la vitamina E en la inhibicion de crecimiento de las células prostaticas
cancerigenas in vitro. Estos efectos biologicos anticancerigenos se deben a que la vitamina
E estd a la vanguardia de los sistemas de defensa para prevenir el dafio oxidativo por su
solubilidad en lipidos, particularmente importante en la proteccion de las membranas

celulares (Venkateswaran et al. 2004).

Existe una interaccion entre las vitaminas E y K en la cual, dosis altas de vitamina E
antagoniza a la vitamina K, como lo sostiene (Traber 2008), generando la tendencia a
sangrar, inhibiendo la produccion de protrombina. Sin embargo, los mecanismos de esta

interaccion aun se desconoce, pero pudiendo ser los siguientes:

1) La vitamina E compite por la enzima, aun por descubrir que trunca la cadena lateral de

la vitamina K.

2) La vitamina E aumenta las vias de xenobioticos que realizan el metabolismo hepatico y

la excrecion de todas las formas de vitamina K.

Asimismo, existe una relacion antioxidante total de la leche humana y las concentraciones
de la Coenzima Q10, a- y y-tocoferol, que a su vez es mayor en leche de madres de recién
nacidos a término que en recién nacidos prematuros; esta capacidad antioxidante va

disminuyendo conforme avanza la lactancia. Cuando la vitamina E, se encuentra en una
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concentracion muy baja, existen moléculas que actiian regenerando o impidiendo la

oxidacion del tocoferol (Quiles et al. 2006).

La funcion antioxidante de la vitamina E (figura 7) se ve aumentada por la accion
regeneradora de otros compuestos como la vitamina C que se encuentra en el plasma; esta
vitamina, debido a su hidrosolubilidad, buen antioxidante cuando los radicales libres se
generan en medio acuoso. Ademas, se produce una accion sinérgica entre las vitaminas C y
E debido a la capacidad de la vitamina C de reducir el radical tocoferoxi de nuevo a a-
tocoferol en la interfase, regenerando la vitamina E, e incrementando su efectividad (May
et al. 1996).

Figura 7: Accion Antioxidante de la Vitamina E.
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Fuente: Castillo (1999).
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Las vitaminas C y E desempefian un papel importante en la inhibicion del proceso de la
aterosclerosis, asi como en la proteccion contra el estrés oxidativo de la enfermedad de
Alzheimer, para retrasar la progresion de esta enfermedad, en la cual también esta
involucrado el selenio. El selenio actia como un cofactor de varias enzimas con funcion
antioxidante, incluyendo la glutation peroxidasa y reductasa tiorredoxina, cuya capacidad
de estas selenoenzimas a reciclar la vitamina C puede proporcionar el eslabon perdido
entre la conocida capacidad de la vitamina E o el selenio para mitigar una deficiencia en la

otra (Li et al. 2003).

2.2.5 La vitamina E y el Selenio en la Nutricion de Animales de Granja

El selenio y la vitamina E proporcionados a vacas lecheras redujo a 0 % la incidencia de
placenta retenida, la incidencia de metritis y quistes ovaricos durante el periodo postparto

temprano (Harrison et al. 1984).

Se determind en ratas hembras albinas alimentadas con levadura de torula e inducidas a
carcinogénesis con metil-nitrosourea; luego de 30 semanas de tratamiento cancerigeno se
les suministré dietas que contenian <0,02 mg de selenio/kg, y 3 Ul de vitamina E/kg. Se
encontrd que la incidencia de cancer y la latencia del cancer en las ratas que consumieron
la dieta deficiente en selenio y vitamina E eran mas altas que en las ratas que consumieron

la dieta que contenia selenio y vitamina E (Thompson 1991).

Finch y Turner (1996) estudiaron la influencia de estos micronutrientes en la resistencia de
los animales domésticos a una variedad de infecciones. Determinaron que las respuestas
del sistema inmunoldégico de los animales domésticos, particularmente rumiantes, difieren
de los seres humanos y animales de laboratorio, debido a diferencias en el estado
nutricional basal de los animales afectados, el tipo de suplementos, el calendario de su
administracion y los diferentes agentes que han sido utilizados para estimular una respuesta

inmune.

Se establecié que la inclusion de selenio orgénico y vitamina E en la dieta de gallinas
reproductoras, cuyos pollos fueron criados en condiciones estandar por 10 dias, aumento
significativamente su concentracion en el huevo y en el higado de los pollos obtenidos a
partir de los huevos enriquecidos con estas sustancias. Ademas, hubo un efecto positivo de

la suplementacion de selenio en la dieta materna en la concentracion de glutation en el
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higado de los pollos, y una combinacion de selenio con altas dosis de vitamina E aumento

aun mas la concentracion de glutation en el higado (Surai 2000).

Un experimento realizado en pollos de carne, sobre los efectos del selenio y la vitamina E
en la aflatoxicosis demostré que disminuye su sistema inmune, generando disminucioén en
el peso corporal y en el tracto gastrointestinal. Los resultados indicaron que la adicion de
niveles graduales de vitamina E y selenio aumentaron el peso del pollo y los 6rganos

internos en estudio (Shlig 2009).

Gabryszuk y Klewiec (2002) experimentaron con ovejas merinas, a las que se les inyecto
selenato de sodio y vitamina E (antes del apareamiento y el parto), encontraron que dichas
inyecciones aumentaron la incidencia del celo, la fertilidad y la prolificidad de las ovejas;
el peso de los corderos también aumentd en comparacion con los controles. La
administracion del selenio determindé mayor ganancia de peso diario en las primeras 4

semanas de vida (220 g) en corderos de 2 afios de edad.

En un grupo de bufalos con parto afectado con distocia y suplementados con selenio y
vitamina E, el hallazgo fue una disminucion en la concentracion de cortisol en el plasma, el
nivel de malondialdehido (MDA) y la actividad del superoxido dismutasa (SOD) fue
mayor que en el grupo no suplementado. Esto sugiere que la suplementacion con
antioxidantes como la vitamina E y el selenio puede ser beneficioso en la reduccion del
estrés oxidativo en bufalos afectados de distocia en el periodo posparto inmediato (Sathya

et al. 2007).

2.2.6 La vitamina E y el Selenio en la Nutricion de Peces

Trabajando con salmones del Atlantico (Salmo salar) con deficiencia de vitamina E y
luego con suplementacion; encontraron peces con anemia, agallas palidas, anisocitosis,
poiquilocitosis, diatesis exudativa, despigmentacion cutanea, y ademas, se suprimi6 la
actividad plasmatica de la glutation peroxidasa; hubo absorcion de los sacos vitelinos
indicando que eran necesarios los suplementos dieteticos de a—tocoferol y selenio para
reducir significativamente la mortalidad (Poston et al. 1976); la suplementaciéon con
selenio y vitamina E aumento6 significativamente la actividad del tocoferol en el higado,
pero no en tejidos de la canal. Los suplementos de vitamina E y el selenio fueron

necesarios para evitar la distrofia muscular.

26



En truchas (Salmo gairdneri) al proporcionar dietas adecuados o deficientes en selenio,
vitamina E o ambos, se encontraron que con la dieta deficiente, las ganancias de peso
fueron menores que con la dieta adecuada; no ocurrid6 mortalidad, pero si diatesis
exudativa. Los niveles de selenio y vitamina E en el plasma, disminuyeron a niveles muy
bajos, y la actividad de la GSH-Px, en el higado y plasma fue significativamente menor.
Asimismo, hubo una interaccion significativa entre los dos nutrientes respecto al volumen

celular y formacion de malondialdehido en la peroxidacion del lipido (Bell et al. 1985).

Se realizd una investigacion con el pez gato (Ictalurus punctatus) para determinar los
efectos de deficiencias individuales y combinados del selenio y vitamina E en alevinos.
Las deficiencias combinadas de selenio y vitamina E causaron una reduccion del
crecimiento, anemia, miopatia severa, didtesis exudativa y muerte. En cambio, las
deficiencias individuales del selenio o la vitamina E no produjeron ninguno de esos signos
de deficiencia. Dietas deficientes en selenio con y sin vitamina E, ha reducido la actividad
de la GSH-Px y elevado la actividad del glutation transferasa en el higado. La deficiencia
de vitamina E causé una elevada peroxidacion del lipido, lo que no fue afectado por la
suplementacion con selenio. Los resultados también indicaron que hay una interaccion

entre el selenio y vitamina E en la nutricion del pez gato (Delbert et al. 1986).

Wise et al. (1993) en un similar estudio con pez gato (Ictalurus punctatus) corroboraron
que las membranas celulares de los globulos rojos de peces alimentados con dietas
deficientes en vitamina E eran mas susceptibles a la peroxidacion que aquellos peces
alimentados con dietas adecuadas. En peces alimentados con dietas deficientes en selenio,
la actividad de la GSH-Px fue suprimida en comparacion con los peces alimentados con
dietas que contenian niveles recomendados o mas de selenio. Los resultados también
indicaron que niveles superiores a las recomendadas de uno o de ambos nutrientes pueden

aumentar la funcidén de los macrofagos.

Una investigacion realizada con alevinos del salmon real (Oncorhynchus tshawytscha)
infectados por el Renibacterium salmoninarum (agente causante de la enfermedad renal
bacteriana), fueron alimentados con dietas que contenian diferentes niveles de vitamina E y
selenio. Luego de 334 dias, no se produjo mortalidad en el grupo alimentado con la dieta
adecuada de selenio y vitamina E, mientras que la mortalidad fue del 3 % en los peces

alimentados con dietas adecuadas de selenio y bajas de vitamina E o bajas en selenio y

27



adecuadas en vitamina E, y el 31 % en los peces con la dietas baja en selenio y baja en

vitamina E (Thorarinsson et al. 1994).

Se llevo a cabo un ensayo para evaluar la biodisponibilidad y toxicidad del Se organico e
inorganico en alevinos del hibrido rdobalo norteamericano (Morone chrysops x M.
saxatilis). Después de 12 semanas de estudio, no encontraron signos de deficiencia de
selenio en ninguno de los experimentos. Sin embargo, peces alimentados con dieta que
contenia mas de 20 mg Se/kg, mostraron signos de toxicidad, incluyendo el aumento de
peso con retraso, reduccion en la ingesta de alimento y eficiencia alimenticia, asi como
aumento de la mortalidad. Asi mismo, la biodisponibilidad de selenio orgéanico como
fuente de selenio para los alevinos fue significativamente mas alto (3,3 veces) que la

selenita de sodio (Jaramillo et al. 2009).

Pezzato et al. (2010) realizaron un experimento sobre parametros fisiologicos en tilapias
del Nilo a diferentes niveles de selenio y vitamina E; resultando que, ni la falta, ni el
suplemento de 0,25 mg Se/kg, afectd significativamente la disponibilidad de selenio; no se
observaron diferencias significativas en los pardmetros hematologicos para los diferentes
niveles de suplementacion con selenio, vitamina E, o la interaccion entre ellos. También,
los diferentes niveles de selenio y vitamina E y su interaccion no afectaron la
concentracion de hemoglobina corpuscular. Igualmente, el selenio y la vitamina E no
afectaron la ganancia de peso, conversion alimenticia aparente y los parametros
hematologicos de los peces, siendo mayor la disponibilidad de selenio y su concentracion

en el higado, al aumentar los niveles de selenio en la racion.

Segtin Gisele et al. (2011) en un estudio con el pact (Piaractus mesopotamicus), que tiene
la caracteristica de desarrollar lentamente, observaron el rol del selenio y la vitamina E en
el crecimiento de los peces. Fueron distintos los niveles de selenometionina y de la
vitamina E en forma de a-tocoferol. Después de 75 dias no se observd mortalidad durante
el experimento; el selenio y la vitamina E no afectaron el consumo de la dieta; no se
observaron interacciones para cualquier variable analizada. Para la ganancia de peso, los
peces alimentados con 0,6 mg selenio/kg dieta lograron la mayor ganancia de peso. Sin
embargo, la suplementacion dietética con 1,2 mg selenio/kg dieta gener6d reduccion en la

ganancia de peso, lo que sugiere ser signo principal de intoxicacion por el selenio.
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2.3 ESPECIES REACTIVAS DE OXIiGENO
2.3.1 Radicales Libres

Los radicales libres son atomos o moléculas muy reactivas con un electron no pareado en
la 6rbita mas externa (Gilbert 2000). Esta condiciéon de no pareado los hace altamente
electrofilicos cuyas reacciones tienden siempre a restaurar la deficiencia electronica (Van
Haaften et al. 2003); ademas son muy inestables. Ejemplos de radicales libres de oxigeno
son los radicales superoxido (Oy), hidroxilo (OH"), peroxilo (RO*,), alcoxilo (RO*) e
hidroperoxilo (HO*;) (figura 8).

Por otro lado, los radicales libres de nitrogeno son el 6xido nitrico (NO") y dioxido de
nitrogeno (NO,). Los radicales libres del oxigeno y los de nitrogeno pueden convertirse a
otras especies reactivas sin radical, como el peroxido de nitrogeno (H,O,), acido
hipocloroso (HOCI), acido hipobromoso (HOBr) y peroxinitrito (ONOQO"). El oxigeno
reactivo, especies reactivas de nitrégeno y especies reactivas de cloro son producidos en

animales y humanos en condiciones fisioldgicas y patologicas (Evans y Halliwell 2001).

Figura 8: Especies reactivas de oxigeno.

0,+le" ———> 0O (Radical superéxido)
ﬂ / le” +2H"
0,42 +2H° = H,0, (Peroxido de hidrogeno)

le"+1H"

O,+3e +3H" = [(y_| +H,0 (Radical hidroxilo y agua)

O, +4e +4H" zyz/
—=

le" +1H"

Fuente: Salin (1988).

Segun Salin (1988), la reduccion del oxigeno hasta agua se puede llevar a cabo a lo largo

de cuatro reacciones monovalentes, por las que se va incorporando un electron (1 ¢) a la
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molécula que se va formando en cada etapa. La reduccion total del oxigeno (figura 8),

también se puede producir en una sola etapa por la incorporacion de cuatro electrones.
2.3.2 Formacion de los Radicales Libres

Los radicales libres son compuestos fisiologicos normales que se producen por efecto del
metabolismo celular; es el caso del radical superoxido (Oze-) y el 6xido nitrico (NOe), entre
otros. La fuente mas importante de produccion de superdxido (O,e-) posiblemente es
la cadena transportadora de electrones mitocondriales. Si bien la enzima citocromo-oxidasa
libera cantidades no detectables de electrones hacia el O, para formar este radical,
componentes de la cadena transportadora ubicados anteriormente a la citocromo-oxidasa,
liberan un porcentaje mucho mayor de electrones (estimado en un 5 % del total

consumido) para producir O,e- (Boonstra y Post 2004).

Halliwell y Gutteridge (1999) han sugerido que en condiciones fisiologicas de presion
parcial de O,, entre el 1 y el 3 % del mismo se reduce a superdxido (Oze-) en la
mitocondria. Asimismo, muchas teorias acerca del mecanismo de envejecimiento
descansan en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) incrementada con el

tiempo de vida.

El radical 6xido nitrico (NO¢) es un gas sintetizado en bajas concentraciones de manera
constante por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), la cual es activa en muchos tejidos. Se
produce a partir de la oxidacion del aminoacido L-arginina, dando como productos L-
citrulina y o6xido nitrico (NO). La enzima NOS es un homodimero que usa el poder

reductor del NADPH para oxidar a la L-arginina (Bove y Van Der Vliet 2000).

Este o0xido nitrico es formado desde la L-arginina por una de las tres isoformas del NO
sintasa (NOS): o6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS), oxido nitrico sintasa inducible
(INOS) (originalmente identificado como inducible por las citoquinas en los macréfagos
activados e higado. También es conocido como NOS-II o NOS-2) y eNOS (originalmente
identificado integrante de las células endoteliales vasculares. También conocido como

NOS-III o NOS-3) (Wu y Motris 1998).

El radical NO" actia como mediador importante en el control del tono del musculo liso
vascular y es sintetizado por una de las tres isoformas de la NOS, la denominada endotelial

(eNOS). Una vez producido, el NO difunde hacia el masculo liso que integra los vasos
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sanguineos para activar a la enzima guanilato-ciclasa. El consecuente aumento de guanosin
monofosfato ciclico (GMPc) hace que se relaje el musculo disminuyendo asi la presion
arterial e incrementando la volemia. En el cerebro actia como neurotransmisor, sintetizado
por la isoforma NOS neuronal (nNOS). Existe, por Gltimo, en los macrofagos una isoforma
de NOS inducible (iNOS) que produce este radical bajo ciertas circunstancias para actuar
como agente antiinfeccioso al favorecer la produccion del radical peroxinitrito (ONOQO™)
por reaccion con peroxido (H,O;) o superoxido (O;) generados in situ por los mismos

macréfagos (Miersch y Mutus 2005).

Segun Miersch y Mutus (2005), el radical 6xido nitrico (NOe) tiene una vida media muy
breve en los tejidos (de 3 a 10 segundos) ya que reacciona con el O, y el O, ™ formando

diéxidonitrico (NO%) y peroxinitrito (ONOO™ ) respectivamente.

El radical peroxinitrito (ONOO") puede descomponerse para producir mas especies
reactivas, tales como el radical hidroxilo (OH") y el radical diéxidonitrico (NO;") o se
dismuta generando i6n nitrito (NO;) y el anion nitrato (NOs’). Ademas, el radical 6xido
nitrico (NO") puede auto oxidarse produciendo las especies reactivas de nitrogeno (RNS)
como anhidrido nitroso (N,Os) y didxidonitrico (NO%). Durante todo el ciclo de vida,
cualquier animal puede estar en riesgo de estrés oxidativo fomentado por las altas tasas de
uso del oxigeno, activacion autoinmune celular del sistema inmune y factores los

ambientales (Schopfer et al. 2003) (cuadro 2).

Cuadro 2: Clasificacion y abreviatura de los radicales libres.

Clasificacion Radical libre Abreviatura
Especies reactivas del oxigeno Oxigeno singulete '0,
I6n superdxido 0,"
Radical hidroxilo OH’
Peroxido de hidrogeno H,0,
Radicales alcoxi y peroxi RO’ y ROO"
Radical hidroperoxilo ROOH"
Especies reactivas del nitrogeno | Oxido nitrico NO
Diéxido nitrico NO,"
Peroxinitrito ONOO™
Especies radicales del azufre Radical tiilo RS
Especies reactivas del cloro Acido hipocloroso HOCI

Fuente: Fernandez et al. (2009).
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Leonard et al. (2004) sostienen que el sistema de transporte mitocondrial es la fuente del
radical superoxido debido a que el NADH, NADPH y FADH, son producidos casi
exclusivamente mediante el metabolismo aerébico de la proteina, grasa y glucosa. Un
aumento en la ingesta de energia dietaria mejora la produccion del radical libre
mitocondrial, lo que produce el estrés oxidante; aunque en algunos casos el oxigeno del
radical libre es necesario para combatir a las bacterias, el cual involucra un sistema que
genera especies reactivas de oxigeno (ROS); asi, una vez que el microorganismo ha sido
internalizado en la célula, la enzima NADPH oxidasa (localizada en la membrana
plasmatica del leucocito) convierte el O, contenido en el tejido circundante en O,”. Luego,

el O, " se convierte de manera espontanea en H,O,.

Se sefialan que otra fuente endogena de ROS se localiza en la reaccion catalizada por la
enzima xantino-oxidasa (XO). Esta enzima forma parte de un grupo denominado
flavinhidroxilasas que cataliza la hidroxilacion de purinas y compuestos relacionados; en
particular, la XO cataliza la transformacion de hipoxantina a xantina, y de xantina a 4acido
urico, por lo que se trata de un proceso que es sumamente activo en mamiferos. En ambos
pasos, €l O, es reducido en un primer momento a O, para luego ser convertido en H,O,

(Valko et al. 2006).

Una exposicion prolongada a los radicales libres aun a una baja concentracion puede
producir dafio a moléculas bioldogicamente importantes conduciendo posiblemente a la

mutacion del ADN, dafio al tejido y enfermedades (Mc Cord 2000).
2.3.3 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo se origina por un desequilibrio entre la produccion de ROS y RNS y la
capacidad antioxidante de la célula. Las ROS incluyen, entre otras, el anion superoxido
(02, los radicales hidroxilo (*OH) y el peroxido de hidrogeno (H,0,); y las RNS incluyen
el oxido nitrico (NO"), diéxido de nitrogeno (NOy) y el peroxinitrito (ONOQ"), entre otras
moléculas. El dafio a los tejidos causado por estrés oxidativo se ha relacionado con
diversos fenémenos biologicos, incluyendo envejecimiento, carcinogénesis, aterosclerosis

y neurodegeneracion (Halliwell 2006).

De otro lado, Agarwal y Tamer (2005) dividieron el estrés oxidativo en tres etapas

(adaptacion, agudo y cronico), considerando las caracteristicas del dafio estructural y
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funcional ejercido en la salud como consecuencia de la reactividad de las diferentes
especies reactivas, asi como el tiempo de exposicion a las mismas y la evidencia

concomitante de modificaciones en los procesos biologicos afectados.

2.3.4 Efecto Bioldgico y Dafios Ocasionados por los Radicales Libres

El oxigeno molecular es fundamental para la vida aerdbica; en consecuencia, los radicales
libres ejercen un rol importante en el origen de la vida y evolucion biologica, incluyendo
sus efectos benéficos en los organismos. Sin embargo, el exceso de los radicales del
oxigeno ejercen acciones criticas como la trascripcion génica y la regulacion de la
actividad soluble del guanilato-ciclasa en las células (Zheng y Storz 2000). Asimismo, el
oxido de nitrogeno (NO) es una de las moléculas sefializadoras mas difundidas y participa

en casi toda la funcion celular y de 6rganos corporales.

El nivel fisiologico del NO producido por las células endoteliales es esencial para regular
la relajacion y proliferacion de las células del musculo liso vascular, adhesion del
leucocito, acumulaciéon de plaquetas, angiogénesis, trombosis, tono vascular y

hemodinamica (Ignarro et al. 1999).

El efecto citotoxico de los radicales libres es perjudicial a las células de mamiferos e
interviene en la patogénesis de muchas enfermedades cronicas, pero es responsable de
matar a los patdogenos mediante los macréfagos activados y otros fagocitos en el sistema
inmune. Ademas, el 6xido de nitrogeno (NO) producido por las neuronas sirve como
neurotransmisor. Sin embargo, como los oxidantes e inhibidores de enzimas contienen un
centro de hierro-azufre, radicales libres y otras especies reactivas producen la oxidacion de
las biomoléculas: lipidos, ADN, proteinas y aminoacidos, que luego conduce al dafio y

muerte celular (Mc Cord 2000).

2.3.5 Daiio en Lipidos

En los lipidos donde se produce el mayor dafio celular, y es la peroxidacion de lipidos la
que genera cambios en la fluidez y permeabilidad; este proceso se da en tres etapas:

iniciacion, propagacion y terminacion (Hallywell y Guteridge 1999).

La peroxidacion lipidica se inicia cuando las ROS atacan un acido graso poliinsaturado

(AGPI) y le quitan un atomo de hidrogeno al grupo metileno adyacente al doble enlace,
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para formar el radical libre acildcido graso. Répidamente esta molécula adiciona oxigeno y
se transforma en un radical libre, peroxilo acido graso, que actiia como transportador de la
reaccion en cadena ya que ataca a otros AGPI e inicia nuevas reacciones (Blokhina et al.
2003). Asi también, éste mecanismo de propagacion se facilita con la presencia de iones de
metales de transicion y por los dobles enlaces contenidos en la cadena de acidos grasos

poliinsaturados.

Los productos terminales son lipidos peroxidados, que al degradarse originan nuevos
radicales libres y una variedad de compuestos citotoxicos, como los aldehidos, entre ellos:
el 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) y malondialdehido (MDA); aunque este tltimo posee una
baja toxicidad. Las consecuencias del dafo en la estructura molecular del 4cido graso
poliinsaturado son mas evidentes cuando estos lipidos forman parte de las membranas
celulares o subcelulares, que alteran su cohesion y funcidn metabdlica produciéndose

edema y por lo tanto muerte celular (Cerolini et al. 2001).

Valko et al. (2006) sostienen que los peroxidos, tanto los organicos como el mismo
peroxido de hidrégeno, son especies muy inestables, cuya reactividad va a estar
determinada por su grupo R. El radical perdxido mas simple es el dioxihidroperoxido
(HOO"), que es el acido conjugado del ion O, . Los radicales peroxidos estan involucrados
en el clivaje del ADN y la modificacion de la estructura de las proteinas, ademas de
aumentar sinérgicamente la induccién del dafio al ADN por parte de los iones O, . La
medicion y deteccion de peroxidos lipidicos, forma mas empleada para evidenciar la

implicancia de los radicales perdxidos en las toxicosis y otras enfermedades humanas.
2.3.6 Daiio en las Proteinas

Las proteinas son alteradas por los radicales libres de oxigeno principalmente sobre los
enlaces insaturados, los anillos aromaticos y los grupos tiol (-SH) de los aminoacidos. Asi
por ejemplo, el hierro de la oxihemoglobina puede reaccionar con el radical superoxido o

el peroxido de hidrégeno para formar la metahemoglobina (Freeman et al. 1995).

Las proteinas sufren varios tipos de oxidacion; una de ellas, la formaciéon de grupos
carbonilo, que ha sido utilizado metodologicamente para evaluar el grado de dafio
oxidativo en diferentes sistemas biologicos. A pesar, que se desconocen los mecanismos

que vinculan oxidacion proteica y procesos como proteolisis, apoptosis y reproduccion, se
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acerca en descubrir el papel de la oxidacion proteica en la fisiologia celular (Diaz—Acosta y

Membrillo-Hernandez 2006).

Segiun Nystrom (2005), la carbonilacidon ocurre principalmente en los residuos prolina,
arginina y lisina, pues son los residuos mas susceptibles a la oxidacion catalizada por un
metal, que se produce por reaccion del H,O, con un metal de transicion (Fe’'/Fe’")
produciendo el radical hidroxilo (HO'), el cual a su vez, reacciona con las cadenas laterales
de los aminoacidos adyacentes al sitio de union al metal de la proteina. Los productos de la
carbonilacion de estos residuos son el semialdehido glutamico (producto de la oxidacion de

arginina y prolina) y semialdehido aminoadipico (producto de la oxidacion de lisina).

Las proteinas con proporciones elevadas de triptdéfano, tirosina, fenilalanina, histidina,
metionina y cisteina pueden sufrir modificaciones a causa de dichos radicales. Asi, se ha
observado que enzimas tales como la papaina, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa e
incluso la superdxido dismutasa, que dependen de estos aminoacidos para ser activas, son
inhibidas en presencia de radicales libres. Las reacciones de los radicales con los
aminoacidos mencionados, dan lugar a cambios estructurales en las proteinas, con
formacion de puentes disulfuro intra e intermoleculares que desencadenan procesos de

agregacion molecular (Gebicki y Gebicki 1993).

Asimismo, segin Stadtman et al. (1992) el envejecimiento conlleva la acumulacion de
proteinas dafiadas, debido a un aumento con la edad de la velocidad de oxidacion de las

mismas, a una disminucion de la capacidad de degradar estas proteinas, o ambos a la vez.
2.3.7 Daiio al ADN

Higuchi y Linn (1995) indican que los radicales libres pueden atacar a los 4cidos nucleicos,
cuya citotoxicidad se debe en gran parte a las aberraciones cromosdmicas que sufren los
azucares y las bases nitrogenadas del ADN al reaccionar con dichos radicales, sobre todo
con OH'. Este ADN, por su localizacion, se encuentra expuesto a un flujo constante y
elevado de las especies reactivas de oxigeno (ROS) proveniente de la cadena respiratoria;
ademas, carece de histonas en su estructura, lo que resta estabilidad. Las ROS, dafia al

ADN al reaccionar con las bases nitrogenadas y con la desoxirribosa (Tamer et al. 2005).

Valko et al. (2006) sefialan el dafio al ADN resulta en una induccion de la transcripcion de

ciertos genes, activacion de vias de sefializacion vinculadas a la sobrevida celular, errores

35



en la replicacion e inestabilidad génica. Todas estas consecuencias estdn intimamente
asociadas con los efectos citotoxicos y con la proliferacion y carcinogénesis. También, en
presencia de ROS, se fragmenta el ADN y aparecen fragmentos internucleosomales,
formados por la ruptura del ADN entre los nucleosomas (estructuras fundamentales para la
organizacion del ADN dentro de los cromosomas), ocasionando con ello, problemas en la
compactacion y enrollamiento del ADN dentro de la cromatina, y con ello, alteraciones en
las propiedades funcionales de la misma cromatina, la cual juega un papel importante en la

regulacion de la trascripcion genética (Agarwal y Allamaneni 2005).

Algunos estudios muestran que cuando las ROS alcanzan el nicleo o se generan dentro de
éste, existen mecanismos de reparacion que funcionan de manera eficiente, porque
continuamente revisan que exista una adecuada secuencia de bases en la molécula del
ADN, y en caso de que exista alguna mutacion (ya sea ruptura, entrecruzamiento o
eliminacion de bases) reparan el dafio causado, y cuando la modificacion es mas extensa
del ADN, actua el sistema de reparacion por escision de nucleotidos, removiendo todo el
segmento dafiado a través de una nucleasa, para ser remplazado por la ADN polimerasa I y

la ligasa (Agarwal y Tamer 2005).

Segtin Ames et al. (1993) Las lesiones oxidativas al ADN parecen estar implicadas no solo
en el envejecimiento celular, sino también en la patogénesis de las enfermedades asociadas
a la edad avanzada. Segun estudios realizados, el dafno oxidativo al ADN y la mutagénesis
son dos causas importantes del cancer. EI ADN dafiado es reparado por enzimas que cortan
la parte afectada, que es entonces excretada por la orina. Puesto que las enzimas
reparadoras no llegan a eliminar todas las lesiones, estas lesiones se acumulan, con lo que

el nimero de mutaciones aumenta con la edad.

2.3.8 Daiio a los Carbohidratos

Los carbohidratos reaccionan con facilidad con el radical hidroxilo. Los mono y
disacaridos resisten la accion de los radicales libres de oxigeno. La glucosa constituye un
captador del radical superoxido, al retenerlo e impedir su accion sobre otras moléculas. La
manosa y el manitol son eliminadores del radical hidroxilo. Por ello, se ha observado que
diversos polisacaridos actian como agentes protectores celulares (Albertini et al. 1996;

Blokhina et al. 2003).
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La glucosa y otros monosacaridos tienen propiedades reductoras, por lo que la glucosa
puede enolizar y reducir el oxigeno molecular, produciendo H,O; y otros radicales libres;
estos hechos indican la posibilidad de que los radicales libres que se estan produciendo
continuamente en la mitocondria, en condiciones normales, se produzcan en mayores
cantidades, tanto por defectos en el metabolismo de la glucosa, o anormalidades en la

eliminacion de radicales libres en presencia de hiperglucemia (Kashiwagi et al. 1994).

El dafio oxidativo a los carbohidratos reviste importancia cuando se trata de polisacaridos
de funcion estructural, debido a que los polisacaridos son despolimerizados por los
radicales libres dando lugar a procesos degenerativos; un caso especial, el 4acido
hialurénico cuya funcion estructural reside en mantener la viscosidad del fluido sinovial, el
cual se despolimeriza en presencia de concentraciones elevadas de radicales hidroxilo,
provocando un descenso de la viscosidad del liquido sinovial de las articulaciones (Borel et

al. 1988).

Asimismo, Wolff y Dean (1987) han observado una relacion directa entre radicales libres y
el estrés oxidativo en la diabetes mellitus, una enfermedad inicialmente caracterizada por
una pérdida en la homedstasis de la glucosa; asi como también, con las complicaciones
diabéticas. Al respecto, se postula que una regulacion anormal en el metabolismo de los
peréxidos y los metales de transicion colaboran en el establecimiento de la enfermedad, asi

como en las complicaciones que aparecen a largo plazo.

2.3.9 Sistema de Defensa Antioxidante

De acuerdo a Sies y Stahl (1995), definen como antioxidante a la molécula que, estando
presente en bajas concentraciones respecto a un sustrato oxidable, detiene o elimine la
capacidad pro-oxidante del mismo. Esta defensa es de suma importancia que otorga a los
sistemas biologicos la minima proteccion necesaria para llevar adelante una fisiologia
compatible con la vida; estos antioxidantes que actian por un mecanismo de rotura de
cadena, en donde se puede situar a la vitamina E, que reacciona principalmente con los

radicales peroxilo.

Los organismos superiores han desarrollado un conjunto de sistemas fisiologicos que se
encargan de eliminar las especies reactivas de oxigeno (ROS), tratando de mantener el

estado de equilibrio entre oxidantes y antioxidantes (Evans y Halliwell 2001). Por lo tanto,
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los efectos de los radicales libres y de las especies radicales (ROS o RNS) son
contrarrestados fisiolégicamente por la accion de sistemas antioxidantes enzimaticos y no

enzimaticos.

Los antioxidantes al colisionar con un radical libre, ceden un electron, oxidandose a su vez
y transformandose luego en un radical libre débil no téxico y debido a que interactiian mas
rapido con los radicales libres que con el resto de las moléculas presentes, impiden que
otras moléculas se unan al oxigeno. Su accion la ejercen en un determinado microambiente
que puede ser, la membrana plasmatica, el citosol, el nucleo y el liquido extracelular

(Asikainen y White 2005).

Venereo (2002) afirma que la accion del antioxidante es la pérdida de su propia integridad
molecular para evitar alteraciones de moléculas funcionalmente vitales o0 mas importantes.

Su accidn la realizan tanto en medios hidrofilicos como hidrofobicos.

Los antioxidantes exdgenos actiian como moléculas que se oxidan al neutralizar al radical
libre, por lo que la reposicion de ellos debe ser continua, mediante la ingestion de los
nutrientes que los contienen. Los mecanismos de proteccion contra las especies radicales,
sean ROS o RNS, se clasifican en dos categorias, a saber, la defensa de antioxidantes

enzimaticos y antioxidantes celulares no enzimaticos (Dawson y Dawson 1996).

a) Antioxidantes enzimaticos

La proteccion enzimatica contra las especies reactivas de oxigeno (ROS) y productos
descompuestos de los lipidos peroxidados y del ADN oxidado es proporcionada por
diferentes enzimas como el superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GSHPx),
catalasa (CAT), glutation reductasa, y proteinas que se unen a los metales para impedir la

formacion de los radicales libres.

a.1) Superoxido dismutasa (SOD)

La SOD esta presente en todas las células del cuerpo, cataliza el cambio del radical
superoxido a peroxido de hidrogeno. Presenta tres isoformas que, si bien difieren
principalmente en la naturaleza del metal que compone el sitio activo de la enzima
(Cu, Zn para la citosolica; Fe para la extracelular y Mn para la mitocondrial),

poseen un mismo mecanismo de dismutacion del anion superoxido (O,7). Esta
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dismutacion es una reaccion en la que dos moléculas de sustrato idénticas tienen
destinos diferentes, una molécula de superdxido se oxida y la otra se reduce (Mc

Cord y Fridovich 1969).

De acuerdo a Sentman et al. (2006), la primera defensa contra el radical
superoxido que existen en el ser humano y otros mamiferos, son los siguientes

tipos:

- CuZn SOD: Que actua en el espacio intermembranal mitocondrial, citosol y
nucleo.

- Mn SOD: Actua en la matriz mitocondrial. Es la isoforma funcionalmente mas
importante.

La deficiencia de CuZn-SOD y/o de SOD extracelular solo tiene efectos
moderados. La principal funcion de la SOD es la proteccion contra el anion
superoxido; asi también, la biosintesis de esta enzima (SOD) se encuentra
fuertemente regulada por la concentracion del sustrato sobre el cual actia

(Blokhina et al. 2003).

a.2) Catalasa (CAT)

Esta enzima es una hemo-proteina dependiente del hierro que se localiza en los
peroxisomas (Turrens et al. 1984). La enzima CAT, se encuentra en todos los
tejidos del cuerpo aunque su actividad se concentra en niveles superiores en el
higado, rifiones y eritrocitos; dentro de las células, en los peroxisomas y se encarga

de catalizar la conversion de H,O, en H,O y O, (Nishikawa et al. 2009).

Sin embargo, su afinidad por el agua es baja, por lo que se requieren altas
concentraciones para su descomposicion. La CAT, una enzima ferroporfirinica
intracelular, esta formada por cuatro subunidades, cada una de las cuales presenta

un grupo hemo unido al sitio activo (Casado y Lopez-Fernandez 2003).

Nishikawa et al. (2009) afirman que en humanos se han encontrado mutantes
deficientes en esta enzima, los cuales se pueden dividir en dos categorias:
acatalasémicos, cuando la actividad de la CAT se encuentra por debajo del 10 %
respecto de los valores normales, e hipo-catalasémicos cuando la actividad alcanza

valores hasta la mitad de la actividad normal.
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La CAT tiene dos funciones fundamentales; la primera cataliza la descomposicion
del peroxido de hidrogeno, proveniente de la dismutacion del superdxido, en agua y
oxigeno Esta funcidon es compartida con la enzima glutation peroxidasa que no
requiere de cofactores. La segunda funcion, es peroxidativa y forma parte del
sistema antioxidante catalasa/superoxido dismutasa (CAT/SOD) que actia en

presencia de altas concentraciones de H,O, (Venereo 2002).

a.3) Glutation Peroxidasa (GSH-Px) dependiente del selenio.

La enzima glutation peroxidasa se halla presente tanto en el citosol y en el espacio
mitocondrial de la célula. Rotruck et al. (1973) demostraron que el selenio es el
elemento esencial en esta metaloenzima en mamiferos, que interviene en el

metabolismo del peréxido de hidrogeno y de los perdxidos lipidicos.

También interviene en la cascada de reacciones que catalizan la formacion de
prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas y tromboxanos a partir del acido
araquidonico (Sunde 1980) encontr6 que la glutation peroxidasa tiene 4
subunidades similares o isoformas homodlogas (GPX;, GPX,, GPX; y GPX4),
siendo la GPX la enzima clasica (Ceballos et al.1996, Gladyshev y Hatfield 1999).

Citosolica, y las otras comparten varias caracteristicas comunes y en donde cada
una de ellas posee un atomo de selenio, en la cual éste metal el centro activo de la
enzima, pero en la forma de selenocisteina. Asimismo, en el citosol hay al menos

otras dos proteinas idénticas en mas de 40 %, pero que no contienen selenocisteina.

Segun Hayes y McLellan (1999), ademas de las GSH-Px que contienen selenio y
las proteinas que contienen cisteina y tienen una estructura similar a la GSH-Px,
existen muchas moléculas donde el selenio es independiente de la actividad de la
GSH-Px en mamiferos. Estas actividades estan asociadas principalmente con la
glutation-S-transferasa, que es una familia de enzimas con la actividad dirigida
principalmente a hidroperéxidos organicos y de muy poca actividad en contra del

peroxido de hidrogeno.
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Cuadro 3: Principales selenoproteinas en los mamiferos.

SELENOPROTEINAS FUNCIONES LOCALIZACION
A.- Glutation peroxidasas:
1. Celular (cGPx-GI o Remocion de hidroperoxidos| Amplia
GPX,)
2. Gastrointestinal (GPx-GI |Remocion de hidroperdxidos| Gastrointestinal
O GPX»)
3. Extracelular (eGSHPx Remocion de hidroperoxidos| Plasma

0 GPXs)

4. fosfolipido .
hidroperoxidasa
(PHGPx o GPX4)

Remocion de fosfolipidos
e hidroperoxidos

Amplia, testiculos

B. 5' Triyodotironina
deyodinasa (5'-DI):

Conversion de T4 a T3,

Glandula tiroides

1. Tipo 1 5'-DI Conversion de T4 a T3 Higado, rifion.
2. Tipo 2 5'-DI Conversion T4 a T3 Glandula pituitaria,
SNC,
Tejido adiposo marrdn.
3. Tipo 3 5'-DI Conversion T4 arT3 Placenta
C. Tioredoxin reductasa
(TrxR)

1. TRxR1 Reduccion de tioredoxin Amplia (citosol)

2. TRxR2 Reduccion de tioredoxin Amplia

3. TRxR3 No hay informacion No hay informacion

D. Selenoproteina P

Antioxidante?
Acarreadora de Se?

Plasma

E. Selenoproteina W

No se conoce

Amplia, musculo

F. Selenofosfato sintetasa 2 | Sintesis de selenofosfato Amplia
(SPS2):
H. Selenoproteina 15-kDA | No hay informacion Amplia

I.Sel T

No hay informacion

No se conoce

J. Sel R/Sel X

No hay informacion

No se conoce

K. Sel N

No hay informacion

No se conoce

Fuente: Himeno e Imura (2000).
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De acuerdo a Himeno e Imura (2000), mostrado en el cuadro 3, han llegado a
clasificar 17 selenoproteinas en mamiferos, y entre estas estan las del grupo
glutation peroxidasas, empezando por la glutation peroxidasa clasica o citosolica
(cGSP-Px 0 GSH-Px,), luego se halla las otras enzimas genéricas como la glutation
peroxidasa gastrointestinal (GPX-GI o GSH-Px;), la glutation peroxidasa
extracelular o plasmatica (eGSH-Px o GSH-Px;3), y la glutation peroxidasa

fosfolipido-hidroperoxidasa (PHG-Px o GSH-Pxy).

Segun Chu et al. (1993), la GPX-GI tendria como principal funcion la de proteger a
los mamiferos de los hidroperéxidos lipidicos ingeridos con la dieta. La funcion
antioxidante de la enzima eGSH-Px es plasmatica y actta catalizando la reduccion
del H,O, y los hidroperoxidos lipidicos (Ottaviano et al. 2009). La enzima PHG-
Px, aislada del citosol actua reduciendo los fosfolipidos hidroperdoxidos; en

mamiferos es muy abundante, después de la cGSP-Px (Ursini et al. 1997).

Membrillo et al. (2003) afirma que la PHG-Px, es la selenoproteina en el esperma y
participa de los mecanismos enzimaticos durante la espermatogénesis. Cualquier
disminucion en la actividad de la enzima o el contenido, puede crear trastornos en

la espermatogénesis y la capacidad de los espermatozoides para la fertilizacion.

Segiin Burk et al. (2003), estas familias de selenoproteinas que incluyen las
glutation peroxidasas, las triyodotironinas deyodinasas y las tiorredoxinas
reductasas, son las metaloenzimas que se aprovechan de las propiedades quimicas
del selenio para catalizar, y proteger a las células de las especies reactivas de
oxigeno mediante la eliminacion de hidroperdxidos por el glutation, la desyodacion
de las hormonas tiroideas y el apoyo de los procesos celulares que requieren

reduccion de disulfuros.

La selenoproteina P, es una proteina extracelular que contiene la mayor parte del
selenio en el plasma; protegiendo contra el dafo oxidativo y transportando el
selenio al higado y a los tejidos periféricos. Otra funcion, impide la propagacion de
radicales libres al disminuir los peréxidos inestables que se forman cuando estos
atacan a los acidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares (De Rosa

1998).
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a.4) Glutation peroxidasas no dependientes del Selenio

Ketterer y Meyer (1989) hacen conocer la existencia de un segundo grupo de GSH-
Px en animales, la Glutation—S-transferasas (GST), que no requieren selenio para
su actividad. Es de particular interés la GSH-transferasa, enzima extraida de los

nucleos de la célula y que tiene alta actividad sobre los hidroperdxidos del ADN.

Kim y Lee (2007) indican asimismo, que presenta dos isoformas: GST citosolicas
y GTS microsomales, donde catalizan la conjugacion del glutation reducido GSH
con numerosos xenobidticos. Estos productos conjugados pueden ser excretados a
través de la bilis o ser convertidos en acido mercaptirico en el rifion y ser
eliminados por la orina. Asi también, Blokhina et al. (2003) sostienen que pueden

detoxificar al 4-hidroxinonenal, un producto de la lipoperoxidacion.

Esta familia de enzimas es uno de los mayores grupos de enzimas detoxificantes,
implicadas en el metabolismo de muchos xenobiodticos. El amplio rango de
sustratos de la enzima GST permite proteger a la célula mediante la conjugacion de
la glutation (GSH) a sustratos electrofilicos, generando compuestos menos
reactivos y mas solubles, que son facilmente eliminados de la célula. Se encuentran
en células de muy diversos tejidos, conociéndose 5 clases de enzimas de GST: alfa,

mu, pi, sigma y theta (Hayes y Pulford 1995).

a.5) Glutation peroxidasa (GSH-Px) en el sistema biolégico

La enzima glutation peroxidasa, al igual que la CAT, cataliza la reduccion del
peroxido de hidrogeno; pero a diferencia de la CAT, requiere glutation reducido
(GSH) como sustrato o donante de electrones, al cual oxida convirtiéndolo en
glutation oxidado (GSSQG), para extender su accion a otros perdxidos organicos
libres, siendo los atomos de selenio los responsables de la actividad catalitica
(Harris 1992):

GSH-Px
H,0, + 2 GSH > GSSG + 2 H»0.

GSH-Px
ROOH + 2 GSH > GSSG + ROH + H,0.
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Al igual que otras selenoproteinas, el sitio activo de la GSH-Px contiene selenio
bajo la forma de residuos de selenocisteina incorporada a una cadena polipeptidica

conformada por 21 aminoacidos (Chihuailaf et al. 2002).

Surai (1999) afirma que la primera linea de defensa celular antioxidante se basa en
la actividad de tres enzimas: glutation peroxidasa, SOD y CAT. Asimismo, la
GSH-Px y el selenio tiene propiedades anti-cancerigenas y antivirales; también,
cumplen grandes roles en la funcion y desarrollo reproductivo, inmunocompetencia

y de envejecimiento.

En nutricién animal, un nivel de defensa antioxidante y destoxificacion del H,O,
por la accion de la SOD y destoxificacion de hidroperoxidos en la célula esta en
funcion de la actividad de la GSH-Px dependiente del selenio, que a su vez depende
del nivel adecuado de selenio en la célula; ademas, ain a muy altos niveles de

vitamina E dietario, es necesario el selenio con la GSH-Px (Surai 2002).

En salud humana esta enzima, ademas de combatir un aumento del estrés oxidativo
en las células, es transformada en estadios tardios de la espermatogénesis en una

proteina estructural de la membrana mitocondrial del espermatozoide.

En los espermatozoides se asocian bajos valores de GPXi con infertilidad
masculina, aunque se postula que esto no se deberia a un déficit de selenio sino a la

presencia de variantes polimorficas (Reeves y Hoffmann 2009).

a.6) Glutation reductasa (GR)

La enzima glutation reductasa es una enzima flavoproteina (tiene flavinadenina
dinucledtido, FAD), perteneciente a las selenoproteinas que cataliza la reduccion de
NADPH, provenientes principalmente de la ruta de las pentosas fosfato, para

convertir el GSSG en GSH (Halliwell y Gutteridge 1999):
GSSG + NADPH + H" - >2 GSH + NADP"

Durante la catalisis, el NADPH reduce al FAD, el cual transfiere luego los
electrones al puente disulfuro que forman las cisteinas en el GSSG para reducirlo.

La reaccion es esencial para el mantenimiento de los niveles de glutation. Esta

44



molécula tiene un importante papel como reductor de los procesos de oOxido-
reduccion, actuando también en los procesos de detoxicacion y en otras funciones

celulares de gran importancia.

La actividad de esta enzima permite mantener los niveles de GSH para la accion de
la glutation peroxidasa. Es beneficioso, por lo tanto, un elevado balance
GSH/GSSG para el mantenimiento de la salud, ya que asi se promueve la
detoxicacion del peroxido de hidrogeno y de otros agentes toxicos externos (Arteel

y Sies 2001).
b) Antioxidantes no enzimaticos.

Ademas de los antioxidantes enzimaticos, la célula dispone de un conjunto de
antioxidantes no enzimaticos para contrarrestar la agresion oxidativa que causan los
radicales libres. Algunos de estos antioxidantes no enzimaticos son hidrosolubles, como la
vitamina C o el glutation, y otros son liposolubles, como los -carotenos o la vitamina E

(Sies y Stahl 1995).
b.1) Vitamina C

La vitamina C (&cido ascorbico) actua como cofactor de muchas enzimas entre las
que destacan la prolina-hidroxilasa y la lisina-hidroxilasa, involucradas en la
biosintesis del colageno, importante en el mantenimiento del tejido conjuntivo y la
cicatrizacion de heridas, o en los procesos de reparacion tisular en general. Su
carencia se asocia con enfermedades como el escorbuto y la fragilidad en las
paredes de los vasos sanguineos. Cierta evidencia experimental indica que la
vitamina C poseeria efectos mutagénicos, sobre todo en presencia de metales de

transicion como el Cu™ y el Fe™ (Odin 1997).

(Halliwell y Gutteridge 1999) sostienen que la vitamina E también ayuda a la
absorcion del hierro en el estdbmago al reducirlo a su estado ferroso, y favorece la
utilizacion del acido folico que se convierte de folato en tetrahidrofolato. Las
plantas y muchos animales pueden sintetizarlo a partir de la glucosa, pero los
humanos, primates y cuyes carecen de la enzima gulonolactona-oxidasa necesaria
para la transformacion de la L-gulono-y-lactona en L-ascorbato. Por este motivo, se

debe incorporarla en la dieta.
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Zadak et al. (2009) indican que reacciona en forma directa con los radicales libres:
superoxido, hidroxilo y varios hidroperdxidos lipidicos. A pesar de su importancia
como antioxidante, el consumo excesivo conlleva ciertos riesgos como la

disminucion de la actividad biologica de la vitamina By, en el intestino.

Como se observa en la figura 9, la vitamina C protege contra el dafio oxidativo al
ADN, proteinas y contra la peroxidacion lipidica de los espermatozoides, actuando
también sobre el radical libre tocoferoxilo regenerdndolo a vitamina E. Este
proceso transforma el ascorbato en el radical libre: hidroascorbato (Membrillo et al.

2003).

Figura 9: Lugar de accion de los antioxidantes en la célula.

Vitamina E

Nucleo

Catalasa Beta-Caroteno

Peroxisomas Lisosomas

CalZn
SOD

Membrana celular Vitamina C
cepa lipidica . .
(cepalip ) Vitamina E
Vitamina E
Bet C+ ¢ Mn+Cu+Fe
eta-Laroteno SOD+Glutation peroxidasa+CSH
(GSHp) * Selenio

Fuente: Castillo (1999).

b.2) Vitamina A y beta-carotenos.

Su naturaleza lipofilica y su localizacion en el compartimento hidrofobico de las

membranas biologicas y lipoproteinas hacen que la vitamina A sea un compuesto
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efectivo en la reduccion de la peroxidacion lipidica, actuando como inhibidor de las
reacciones de oxidacion en cadena. Esta propiedad antioxidante es tipica del retinol

mas que de sus derivados, incluido el 4cido retinoico (Palace et al. 1999).

La vitamina A, segun Evans y Kaye (1999), término genérico abarca a los
compuestos de origen animal que presentan actividad biologica. En los vegetales,
existe como pro-vitamina llamada beta-caroteno. Por su conformacion estructural
excelente capturador de radicales libres. Protege contra la lipoperoxidacion, sobre
todo, la inducida por el sistema de la xantina oxidasa, y elimina el ion superoxido y

radicales peroxilos.

Los principales carotenoides hallados en el plasma humano son: Luteina,
criptoxantina, caroteno, y carotenos. Las mayores fuentes de carotenoides de la
dieta son las frutas y vegetales ingiriéndose en promedio unos 6 mg/d de los

principales carotenoides (Michaud et al. 2000).

2.4 ALIMENTOS FUNCIONALES

Se puede definir un alimento como funcional a todo producto alimenticio, natural o
procesado, el cual ha sido modificado por adicion, remocion o cambio en la
biodisponibilidad de algiin componente, mediante procesos tecnologicos o biotecnologicos,
a los que le han sido atribuidas propiedades benéficas para la salud, mas alla de los efectos
nutricionales, debido a que pueden favorecer funciones fisiologicas, a los sistemas
nervioso, inmune, cardiovascular o reducir el riesgo de adquirir ciertas enfermedades

(Shimizu 2003).

El concepto de alimento funcional, se inicia en Japén en el afio 1984 como parte de la
politica del gobierno de mejorar la salud, y a su vez, incluye dos efectos primarios sobre la
salud: el aumento de la funcion fisiologica y la disminucion del riesgo de enfermedades

(Verschuren 2002).

Este concepto fue introducido hace mucho tiempo por Hipdcrates con su lema "Que
el alimento sea tu mejor medicina y tu mejor medicina sea tu alimento", existen evidencias
que apoyan esta hipotesis de que la dieta puede desempefiar un papel importante en la

modulacion de las funciones fisiologicas en el cuerpo (Vasiljevic y Shah 2008).
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Lopez-Varela et al. (2002) afirman que estos alimentos adquieran el nombre de funcional,
por ser sometidos a metodologias, que pueden ser la adicion, sustitucion o modificacion de
un componente durante el proceso del alimento y son permitidos para desarrollar nuevos
productos para el creciente mercado. Los componentes son: Probidticos (bacterias y
levaduras), prebioticos (microfloras), simbidticos (mezclas de pre y probioticos),
micronutrientes (vitaminas A, C y E, minerales como selenio, acidos grasos

poliinsaturados como los u-3, etc.).

Segtn Dye y Blundell (2002), las areas de la fisiologia humana relacionada con la ciencia
de los alimentos funcionales son:

Regulacion de los procesos metabdlicos basicos.

Defensa contra el estrés oxidativo.

Retardo del proceso de envejecimiento.

El sistema cardiovascular.

Fisiologia y funcion gastrointestinal.

Crecimiento y desarrollo de la primera infancia.

Rendimiento cognitivo y mental.

Rendimiento y buen estado fisico.

Aunque algunos de estos componentes ya estan incluidos en el mercado de los alimentos
funcionales (cereales, jugos, productos lacteos, etc.), por el importante papel que
desempefian en la prevencion de enfermedades y la promocion de la buena salud. Se
supone que como los alimentos convencionales, los alimentos funcionales se deben
integrar en la dieta comun; no obstante se debe tener cuidado, ya que el sobre-consumo de

estos alimentos podria causar un desbalance nutricional (Diplock et al. 1999).

De acuerdo a Erickson et al. (2000), algunos estudios no tomaban en cuenta que ciertos
micronutrientes como el selenio y las vitaminas A, C y E podian tener una gran influencia
en los componentes del sistema inmune; aunque Schrauzer (2001), indico que las formas
sintéticas del selenio, como el selenito de sodio y el seleniato de sodio han sido utilizadas
en premezclas vitaminicas, mezclas proteicas, productos para perder peso, y alimentos para
animales, y ultimamente, la seleno-metionina como fuente organica, que se utiliza bastante

como suplemento en los alimentos.
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Vinchira y Mufioz-Ramirez (2010) sostienen que es posible generar productos de origen
animal con caracteristicas funcionales como el pescado, que es un alimento con una
composicion nutricional de calidad para el humano, y podria llegar a ser enriquecido atin
mas con algunos nutrientes que han sido reconocidos por sus beneficios para la salud

humana, como el selenio.

Cuadro 4: Algunos alimentos funcionales y sus beneficios para la salud.

Alimento funcional Componente Propiedades
funcional

Huevos con 4cidos grasos W-3* | Acidos grasos W-3 | Reducen el colesterol total

Productos lacteos fermentados | Probioticos Mejoran la salud
gastrointestinal

Margarinas fortificadas Esteres de estanol y | Reducen el colesterol total y

esteroles vegetales | LDL b

Te verde Catequinas Reducen el riesgo de algunos
tipos de cancer

Productos de avena Beta-glucanos Reducen el colesterol total y
LDL

a: Omega-3. b: Lipoproteinas de baja densidad.
Fuente: ADA (2004).

Actualmente, muchos son los compuestos que se han desarrollado como alimento
funcional. Asi tenemos: alimentos enriquecidos con vitaminas, péptidos bioactivos,
antioxidantes y con fitoesteroles, utilizada por pacientes con alto riesgo cardiovascular
(Laforest et al. 2007). Asimismo, existen trabajos desarrollados con yogures y leche
enriquecida, pasando por las formulas infantiles enriquecidas con prebidticos y probidticos
(Karaaslan et al. 2011); también, existen estudios con acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga para proporcionar a los recién nacidos los nutrientes necesarios para un
optimo crecimiento y desarrollo, asi como jugos enriquecidos con flavonoides (Chavez-
Servin et al. 2009); igualmente, son diversos los trabajos con vitaminas y resveratrol
(Gonzalez-Barrio et al. 2009); del mismo modo, se mencionan experimentos de pastas
elaboradas con leguminosas y carnes enriquecidas con compuestos biactivos (Jiménez-

Colmenero et al. 2010).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del Centro
Piscicola “El Ingenio”, ubicado en el distrito de Ingenio, a 27 km de la ciudad de

Huancayo (Junin) a una altitud de 3452 msnm.
3.2 INSTALACIONES

Se utilizaron siete estanques construidas de material noble y revestido con cemento, cuyas
dimensiones fueron de 9,75 m de longitud, 2,00 m de ancho y 1,20 m de profundidad
(figura 10). El suministro de agua limpia para cada estanque 2,00 — 2,5 I/s, durante las 24 h
del dia.

Figura 10: Estanques utilizados en el estudio de la trucha Arco Iris.

50



3.3 ANIMALES EXPERIMENTALES

Se emplearon 4200 truchas juveniles Arco Iris (Oncorhynchus mykiss), de tamafio pre-
comercial ( X : 164 g/trucha), procedentes de la misma piscigranja, que se distribuyeron en
siete pozas, cada una con una densidad de 600 peces por estanque. El periodo experimental
tuvo una duracion de 40 dias del 05/11/2009 al 15/12/2009, hasta obtener el peso y tamafio
comercial de 240 a 260 g.

3.4 DIETAS EXPERIMENTALES Y TRATAMIENTOS

Se estudiaron dos niveles de vitamina E (25 y 50 mg/Kg de dieta) y, cada nivel con tres
niveles de selenio (Se) organico (0,15; 0,25 y 0,35 mg/Kg de dieta). Se elaboraron seis
dietas experimentales (T, a T7) y una dieta basal (T}, sin enriquecimiento de vitamina E ni
selenio), como se muestra a continuacion:

Ty: Dieta basal (DB).

T,: DB con 25 mg vit E/Kg dieta y 0.15 mg selenio/Kg de dieta.

T3z: DB con 25 mg vit E/Kg dieta y 0.25 mg selenio/Kg de dieta.

T4: DB con 25 mg vit E/Kg dieta y 0.35 mg selenio/Kg de dieta.

Ts: DB con 50 mg vit E/Kg dieta y 0.15 mg selenio/Kg de dieta.

Te: DB con 50 mg vit E/Kg dieta y 0.25 mg selenio/Kg de dieta.

T7: DB con 50 mg vit E/Kg dieta y 0.35 mg selenio/Kg de dieta.

Figura 11: Colocando peces experimentales en los estanques.
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3.5 DIETA BASAL (DB)

El alimento en pellets para el acabado de las truchas Arco Iris fue preparado en la Planta de
Alimentos Balanceados de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM),
perteneciente a la Facultad de Zootecnia, cuya formulacion de ingredientes se presenta en
el cuadro 5; el contenido nutricional calculado se da en el cuadro 6 y la composicion de la

premezcla de vitaminas, minerales en el cuadro 7.

Cuadro 5: Ingredientes utilizados en la dieta basal (DB).

Ingredientes Cantidad para 100 Kg

Harina de pescado prime (67 % prot.) 31,86
Torta de soya (47 % prot.) 30,00
Harinilla de trigo 20,00
Harina de trigo 15,00
Aceite vegetal (soya) 2,00
Sal 0,82
Premezcla: Vitaminas y minerales 0,30
Antioxidante (BHT) 0,02

Total 100,00

3.6 VITAMINA E

Uno de los principales insumos utilizados fue la vitamina E comercial, polvo fino de color
blanco que contiene 50 % de DL-a-tocoferol. Su inclusion en la dieta se dio durante la

elaboracion del alimento balanceado. Se us6 25 y 50 mg de vitamina E/Kg dieta.

3.7 SELENIO ORGANICO

Otro importante suplemento empleado en la investigacion, el selenio orgéanico (insumo
procedente de la biotransformacion del selenio inorganico a selenometionina, selenocistina
y selenocisteina, realizado por la levadura Saccharomyces cerevisiae) adicionado durante
el proceso de elaboracion del pellets. Su uso en el alimento fue de 0,15; 0,25 y 0,35 mg

selenio organico/Kg dieta.
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Cuadro 6: Contenido nutricional de la dieta basal para truchas.

Valor Nutritivo Cantidad (%)
Materia seca 90,07
Proteina 40,17
Fibra 2,55
Grasa 7,22
Lisina 2,76
Metionina 0,90
Cistina 0,50
Arginina 2,62
Histidina 1,00
Isoleucina 1,86
Leucina 3,04
Fenilalanina 1,85
Tirosina 1,39
Treonina 1,63
Triptofano 0,51
Valina 2,11
Met + cis 1,40
Fen. + Tir. 3,22
Ac. G. Ins. n-3: EPA y DHA 1,41
Ac. G. Ins. n-6 1,07
Sodio 0,70
Potasio 1,22
Calcio 1,30
Fosforo total 1,21
Cloro 0,85
Prot. Dig. 37,43
Energia digestible, Mcal/Kg 3,54
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Cuadro 7: Formula de premezcla de vitaminas y minerales de la dieta basal.

(cantidades por tonelada de alimento).

Nutriente Cantidad
Vitamina A 14°000,000 UI
Vitamina D 2’800,000 UI
Vitamina E 140,000 UI
Vitamina K3 8.000 g
Tiamina (B1) 18.000 g

Riboflavina (B2) 20.000 g
Niacina 150.000 ¢
Acido Pantoténico 50.000 g
Piridoxina (B6) 15.000 g
Biotina 0.800 g
Acido folico 4.000 g
Acido ascorbico 600.000 g
Vitamina B12 0.030 g
Cloruro de colina 600.000 g
Manganeso 40.000 g
Hierro 20.000 g
Zinc 20.000 g
Cobre 1.500 g
Yodo 1.500 g
Selenio 0.300 g
Cobalto 0.150 g
B.H.T. 120.000 g
Excipiente c.s.p. 3000.000 g
3.8 EL AGUA

Medio en la cual vive la trucha Arco Iris; la piscigranja cuenta con flujo continuo de agua

proveniente del rio Chiapuquio, el mismo que tiene como origen los manantiales en zonas
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altas; por lo tanto, es incolora, libre de sedimento y no contiene materias en

suspension y cuyas principales caracteristicas fisico-quimicas fueron:

Aspectos fisicos del agua

Temperatura del agua (°C) (11
Transparencia (m) : total
Color aparente : incoloro

Aspectos quimicos del agua
Oxigeno disuelto (ppm) : 8,00
Anhidrido carbdnico (ppm) 5,00
Alcalinidad fenolftaleina (ppm) : 00

Alcalinidad Total (ppm) : 205,20
Dureza Total (ppm) : 157,50
pH : 8,00
(anexo 1).

3.9 SANIDAD

Las siete pozas que albergaron a las truchas, dias antes de utilizarlas, fueron refregadas con
espatulas, para luego retirar todo sedimento y sarro del piso, y las paredes con escobillones
y agua corriente; seguidamente, se procedié al encalado, por toda la superficie en contacto
con el agua, utilizando cal viva disuelta en agua, con la finalidad eliminar toda materia
organica y microorganismos patégenos que pudiesen contaminar a los peces; después de

dos dias se llen6 de agua.

3.10 METODOLOGIA

3.10.01 Alimentacion

El manejo y alimentacion se llevo a cabo bajo las mismas condiciones acostumbradas en la
piscigranja. Los peces fueron alimentados en forma manual “al voleo” tratando de que toda
la poblacion de peces consuma el pellets, y con la frecuencia de dos veces al dia: por la
mafiana entre las 8:00-9:00 y por la tarde entre las 15:00-16:00 horas, durante todo el

tiempo que dur6 el experimento.
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Figura 12: Alimentando a las truchas Arco Iris.

3.10.02 Tasa de Alimentacion (TA)

La tasa de alimentacion, cantidad de alimento suministrado durante un periodo
determinado. Para el caso de la trucha Arco Iris se ha establecido tanto por criadores y las
empresas productoras de alimentos, unas tablas en funcion de la biomasa, la temperatura
del agua y el estadio del pez, expresandose en porcentaje del peso corporal, cuya finalidad
que los peces consuman todo el alimento y obtengan buenos resultados productivos en el
menor tiempo. Para el presente estudio, se utilizo la Tasa de Alimentacion de 1,6 % (TA,
porcentaje de la biomasa de los peces presentes), recomendado por la Planta de Alimento

Balanceado de la UNALM (anexo 2).

3.10.03 Ganancia de Peso

La ganancia diaria de peso vivo estd dada por la diferencia entre el peso final (Pf) en
gramo y el peso inicial (Pi) también en gramo, durante el tiempo (T) que durd el
experimento (tiempo de cultivo). El calculo se hizo de acuerdo a la formula: G P = (Pf —
Pi)/T

Para el registro de pesos, se tomd un balde de plastico con una determinada cantidad de

agua pesados en una balanza calibrada, se introdujo al azar 25 truchas; luego balde, agua y
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truchas fueron nuevamente pesadas; la diferencia de peso, es el peso de los peces, el cual

se anotd en un cuaderno.

Figura 13: Pesando el alimento en funcion a la tasa establecida.

3.10.04 Conversion Alimenticia (CA)

El uso eficiente del alimento alcanzado por los organismos en cultivo durante un periodo
dado de su ciclo de produccion. La conversion alimenticia esta definido por el consumo de

alimento en un periodo de tiempo sobre la ganancia de peso en ese mismo periodo:

CA = Consumo de alimento durante experimento (g) / Ganancia de peso (g).

3.10.05 Relacion de Eficiencia Proteica (PER)

El PER es un método basado en el cambio de peso corporal, y estd definida como los
gramos de peso ganado, por gramo de proteina consumida de los animales de
experimentacion, por lo general a un nivel 6ptimo de proteina de 10 %.

No se considera la utilizacion de la proteina para el mantenimiento, debido a que se

presupone que toda la proteina es utilizada para el crecimiento del pez:

PER= Ganancia de peso (g) / Proteina cruda consumida (g).
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3.10.06 Mortalidad

El control de la mortalidad se llevé a cabo mediante un registro diario de mortalidades
durante el tiempo que durd el experimento, retirandose los peces muertos que se
encontraba en la superficie y los alrededores, anotandose los peces muertos y las posibles

causas, antes de entregar el alimento por la mafiana.

3.10.07 Analisis Quimico Proximal

a.1) De la dieta basal

EL andlisis quimico proximal de la dieta alimenticia fue realizado en el
Laboratorio de Evaluaciéon Nutricional de Alimentos (LENA) del Departamento
Académico de Nutricion de la Facultad de Zootecnia, UNALM. Se peso 168 g de
la dieta basal sin selenio ni vitamina E, en una bolsa de polietileno, la cual fue
remitida al laboratorio para la determinacion de humedad, grasas, proteina cruda y

ceniza.

a.2) Del musculo de la trucha por tratamiento

El andlisis quimico proximal del musculo de la trucha arco iris por tratamiento se

llevo a cabo en el Instituto Tecnoldgico Pesquero del Pera (ITP), en lo siguiente:

a. Determinacion de Cenizas.

b. Determinacion de Grasa cruda.

¢. Determinacion de Humedad.

d. Determinacion de Proteina cruda.

Para tal efecto, se tom6 muestras al azar de cada tratamiento y cada

repeticion; luego, en una caja isotérmica se traslado al laboratorio del ITP.

3.10.08 Determinacion de Nitrogeno de Bases Volatiles Totales (N-BVT)
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Para conocer el nivel de frescura de la trucha arco iris se tomaron muestras al azar por cada
tratamiento y por cada repeticion, luego, fueron trasladados al ITP para su determinacion

mediante el método recomendado por la Directiva de la Comunidad Econémica Europea.

3.10.09 Analisis del Estado de Oxidacion

Para determinar el grado de oxidacion del musculo de la trucha arco iris, se hallo el
contenido de malondialdehido (MDA) a cada uno de los tratamientos y su repeticion. El

analisis se realizo en el ITP.

3.10.10 Contenido de acidos grasos saturados y poliinsaturados

Con la finalidad de conocer el proceso metabdlico de los acidos grasos saturados e
insaturados de la dieta, en el organismo del pez, y la interaccion que podria acontecer con
los micro-elementos, antioxidantes en estudio, se determino el contenido total de acidos
grasos saturados e insaturados del musculo de la trucha de la dieta basal, mediante el

Meétodo cromatografico de extraccion en frio en el ITP.

3.10.11 Analisis de Selenio Total

Con el objetivo de cuantificar el proceso metabdlico del selenio orgénico en el organismo
de la trucha Arco Iris, a cada uno de los siete tratamientos y sus repeticiones se tomaron
muestras al azar del musculo para determinar el contenido de selenio, en los laboratorios

de Certificaciones Pesqueras del Pert (CERPER).

3.10.12 Analisis de Vitamina E

Igualmente, con el objetivo de hallar el metabolismo del acetato de a-tocoferol
suministrado en la dieta de la trucha arco iris, se tomaron muestras del musculo de cada
uno de los tratamientos y repeticiones, para luego determinar el contenido de la vitamina E,
empleando el método arriba citado de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), en

los laboratorios de CERPER.

3.10.13 Diseiio Experimental

Se utilizo el Disefio Completamente Randomizado o al Azar (DCA), con siete tratamientos

(un tratamiento de la dieta basal y seis tratamientos por cada nivel de enriquecimiento de
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vitamina E y selenio organico) con tres repeticiones por cada tratamiento. Los 4200 peces
fueron distribuidos al azar en cada tratamiento que tuvo 600 peces y cada repeticion estaba

formada por 200 truchas arco iris.

El modelo aditivo lineal fue el siguiente:

Yij = p + ti + &ij

Donde:

Yij = Es la observacion con el i-ésimo tratamiento en la j-ésima repeticion.

p = Es el efecto de la media general.

11 = Mide el efecto del i-ésimo tratamiento.
€ij = Mide el efecto del error experimental en el i-€simo tratamiento y en la j-ésima

repeticion.

3.10.14 Analisis estadistico

La ganancia de peso, estado de oxidacion y el metabolismo tanto del selenio organico y la
vitamina E en el cuerpo de la trucha, fueron evaluados mediante el Andlisis de Varianza
(ANVA), y comparados los seis tratamientos enriquecidos contra la dieta basal (T))
utilizando la prueba de Dunnett; asi también, la comparacion multiple de medias de Tukey
para la determinacion del mejor de los siete tratatamientos. En el desarrollo del disefio
experimental se utilizo el Software (Programa estadistico) SAS (Statistical Analysis
System), en su version 8, con un nivel de significancia de: 0=0,05, para luego ser

comparado con el valor de probabilidad: (P<0,05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO DE TRUCHAS
4.1.1 Ganancia de Peso

Los resultados sobre Ganancia de Peso (GP) que lograron los grupos de truchas
consumiendo dietas enriquecidas con vitamina E y selenio organico durante 40 dias se

presentan en el cuadro 8, figura 14, anexos 3 y 4.

Se encontré que las truchas que consumieron la dieta T7 enriquecida con 50 mg de
vitamina E y 0,35 mg de selenio orgéanico alcanzaron en promedio (viene de 3 repeticiones
de 200 truchas cada una - durante los 40 dias) una ganancia de peso de 17,567 Kg. En
cambio, las truchas del T1 lograron, en promedio, una ganancia de peso de 11,610 Kg. Es
decir, la vitamina E y el selenio organico en la dieta T7 incrementaron la ganancia de peso

en mas del 50 % (5,957 Kg) respecto a la dieta basal.

Por otro lado, las ganancias de peso en promedio correspondientes a 25 mg y a 50 mg de
vitamina E fueron 12,197 y 14,660 Kg respectivamente. A mayor nivel de vitamina E en la
dieta correspondi6 mayor ganancia de peso (P<0,05). Asimismo, se observo que con 0,15
mg de selenio se logré una ganancia de peso de 10,690 Kg, con 0,25 mg de selenio 14,145
Kg y con 0,35 mg de selenio 15,450 Kg. Es decir, a mayor nivel de selenio orgénico se

alcanz6 mayor ganancia de peso.

El analisis de varianza de la Ganancia de Peso (anexo 4) mostr6 diferencias significativas

entre tratamientos (P < 0,05, valor de probabilidad 0,0016).

La prueba multiple de medias de Tukey reveldé que en el T7, cuya media de 17,567; fue
superior a los restantes tratamientos, y sobre todo al T1 (control), cuya media alcanz6 los

11,610 Kg; esto indica que se obtuvo significacion estadistica (P < 0,05) a favor del T7.
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Al comparar las medias de todos los tratamientos con el control, mediante la prueba
multiple de Dunnett, se determindé solamente que entre los tratamientos 7 y 1, existe
diferencia entre las medias de 6,200 Kg, igualmente significativa a favor del T7.
Esto demostro que la combinacion de 50 mg de vitamina E y 0,35 mg de selenio organico
(T7), mejoro la utilizacion del alimento peletizado proporcionado (38,5 % de proteina y 15

% de lipidos), a una tasa de alimentacion de 1,6 % del peso de la biomasa.

Por lo tanto, el tratamiento 7 de 600 truchas (3 repeticiones de 200 cada uno), mejoro
significativamente la ganancia de peso, superando en mas de 50 % al tratamiento control y
a los otros tratamientos, que permanecieron en los estanques 1 ¢ 2 semanas mas, hasta que

alcancen el peso comercial suficiente para la venta.

La biomasa al inicio de la prueba fue de 687,3 Kg, y 40 dias después 965,9 Kg (peso
promedio por cada trucha: 230 g); ganancia de peso de 278,610 Kg (incremento total:
40,54 %). Se hall6 que la ganancia de peso por cada trucha POR DIA en el T7 fue de 2,2 g.

De otro lado, la carga animal al comienzo de la prueba fue de 4,58 Kg por m3 y al final de

6,43 Kg por m3, superandolo en 1,85 Kg/m3.

20
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Aumento de peso en 200 peces (Kg)
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Figura 14: Representacion griafica de las ganancias de peso en Kg de las truchas.
Cada columna de tres colores es un tratamiento (600 truchas), y cada color es una

repeticion (200 truchas).
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Arredondo et al. (1996) reportaron un incremento diario en el peso de 3,6 g en truchas
consumiendo un alimento balanceado de 42 % de proteinas y 12 % de lipidos, pero usando
una tasa de alimentacion de 3 % de la biomasa. En el presente estudio, el incremento de
peso fue de 2,2 g/dia, pero trabajando con un menor nivel de proteina (38,5 %) y también

con menor tasa de alimentacion (1,6 %).

En una crianza de truchas en “jaulas flotantes” se probaron 3 regimenes alimenticios: a
— » o - o -

saciedad”, racion de crecimiento y racion de mantenimiento. Luego de cuatro semanas,
los mejores pesos, estadisticamente significativos, favorecieron a las truchas en el régimen
a “saciedad” (Morales y Quirds 2007). Esto corrobora lo que en la practica se conoce, que
la alimentacion a saciedad incrementa el peso mas rapido, pero a mayor costo de

produccion.

Pokniak et al. (1996) encontraron, después de 77 dias de estudio, que truchas
consumiendo la dieta peletizada, a diferencia de las truchas que recibieron la racion
extruida, alcanzaron los mayores pesos debido a que consumieron mas alimento peletizado
que las truchas que consumieron el extruido, aunque estas ultimas truchas debieron tener

mayor peso final.

Alvarado (1999), al cabo de 270 dias, encontré mayor crecimiento en truchas sembradas a
diferentes densidades de carga en “estanques de concreto” que en truchas criadas mas bien
en estanques de tierra. El manejo, la alimentacion y el aspecto sanitario pudieron
controlarse mejor en los estanques de concreto, tal como se hizo en el presente estudio, al

encalar previamente los estanques en Ingenio.

En conclusion, las truchas del tratamiento 7, suplementadas con 50 ppm de vitamina E mas
0,35 ppm de selenio organico lograron ganancias de peso en promedio de 87,8 g (53,3 %;

anexo 3), estadisticamente superiores (P < 0.05) a las truchas de los otros tratamientos.

4.1.2 Conversion Alimenticia

La informacion sobre Conversion Alimenticia (CA) de las truchas por tratamiento en
forma resumida se consigna en el Cuadro 9 y en la figura 15; detalles de lo mismo se dan

en el anexo 5.
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Las tendencias observadas son: Para lograr 1,0 Kg de peso vivo de las truchas del
tratamiento 7, estas consumieron en promedio 1,203 Kg de la dieta T7 (50 mg vitamina E y

0,35 mg selenio organico).

Alternativamente, para producir la misma cantidad de carne de trucha se necesitdé en
promedio 1.843 Kg del alimento T1 (control). Es decir, se ahorrd 640 gramos de alimento
T7 por cada kilo de trucha que se produjo; deduciéndose que los antioxidantes vitamina E

y selenio organico maximizan el indice de Conversion Alimenticia.

Los indices de conversion alimenticia correspondientes a nivel de 25 mg y 50 mg de
vitamina E, en promedio, fueron del ordende 1.797 y 1.492 Kg de dieta/Kg de trucha
producida; esto es, a mayor nivel de vitamina E le siguid una mas eficiente conversion

alimenticia.

Asimismo, la suplementacion con 0.15, 0.25 y 0.35 mg de selenio orgénico se asociaron a
C A progresivas de 1.996, 1.540 y 1.396 Kg, respectivamente. Esto indica que, a mayor
nivel de selenio orgénico correspondi6 mayor ahorro de alimento para producir la misma

cantidad de trucha.
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Figura 15: Representacion grafica de conversion alimenticia en Kg de alimento
consumido convertido en 1 Kg de musculo. El tratamiento 7 mostré el mejor indice, y

uno de los peores indices correspondié al tratamiento 1 (control).
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Al analisis de varianza de la conversion alimenticia (anexo 6) se encontré diferencias

significativas entre los tratamientos (P < 0,05, valor de probabilidad 0,0056).

La prueba mltiple de medias de Tukey sefiald que las medias en T7 y T1 fueron
respectivamente 1,203 y 1,843 Kg, cuya diferencia de 0,64 Kg fue estadisticamente
superior (P <0,05) a favor del T7.

En la prueba multiple de Dunnett, al comparar los 6 tratamientos suplementados con
vitamina E y selenio organico contra la dieta “control”, se determind que solamente la
diferencia entre las medias del T7 (1,203 Kg) y el del T1 (control: 1,843 Kg) fue también
estadisticamente significativa (P < 0,05) a favor del T7: 50 mg de vitamina E y 0,35 mg
selenio organico; deduciendo que, los valores altos del T7 indican que las truchas estan
haciendo adecuado uso del alimento, cuyo beneficio se debe a la presencia de los

antioxidantes en estudio.

Morales (2004) en truchas criadas en “jaulas” determiné un Indice de CA de 1,13 Kg para
una tasa de alimentacion de 4,49 % de la biomasa y una CA de 1,32 Kg para una tasa de
alimentacion de 2,19 % del peso de la biomasa; concluyendo que, cuando se trabaja con

altas tasas de alimentacion, el factor de CA se maximiza.

En el presente estudio se utilizo la tasa de alimentacion: 1,6 %, que logicamente es baja en

comparacion al empleado en el experimento citado.

De otro lado, Sarmiento (2011) encontré que cuanto mayor es la densidad de carga animal
(10, 20 y 30 Kg/m3) es menos eficiente el factor de CA (1,91; 2,02 y 2,15 Kg) como
consecuencia del estrés que genera una mayor poblacion de truchas. En general, la

vitamina E y el selenio organico pueden inhibir la actividad estresante en las truchas.

Bastardo et al. (2005) obtuvieron, después de 90 dias, una CA de 1,3 Kg en truchas
consumiendo “pellets comerciales” con 45 % de proteinas, al sustituir la harina de pescado

por harina de lombriz, harina de carne y harina de hueso.

En una investigacion de Pokniak et al. (2004), con salmones del pacifico (Oncorhynchus
kisutch), especie del mismo género que la trucha, utilizando dietas altas en proteinas (40 a

45 %) y altas en lipidos (22 a 30 %), después de 115 dias, obtuvieron indices de CA entre
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1,08 y 1,14; resultados muy aceptables, aunque el salmon es una especie mas voraz y de

mayor tamafio que la trucha.

4.1.3 Indice de Eficiencia Proteica (PER)

Los datos correspondientes a Indice de Eficiencia Proteica (PER) se dan en la figura 16,

cuadro 10 y anexo 7.

Examinando las tendencias se determind que las truchas consumiendo la dieta N°
7, enriquecida con vitamina E y selenio organico mostraron un PER promedio de 2,16 g
de ganancia de peso por cada gramo de proteina consumida. Esta Eficiencia Proteica (PER)
super6 en 52 % al PER de 1,42 g de aumento de peso por gramo de proteina ingerida en las
truchas que consumieron la dieta T1 (control). El valor 2,16 si fue aceptable, porque se

acerca al PER de la caseina (2,5), el cual se toma como referencia.

Asimismo, se observo que con los 50 mg de vitamina E se logré un PER de 1,80 g el cual

super6 en 21 % al PER obtenido con 25 mg de vitamina E (1,49 g).

Similar tendencia se detectd para niveles crecientes de selenio organico. A mayor nivel de
selenio organico sigui6 un mayor PER (1,31; 1,74 y 1,90 g respectivamente); sugiriendo
que la presencia de los nutrientes antioxidantes sean los responsables de esa diferencia, al
haber mejorado la absorcion y el metabolismo de los aminoécidos y proteinas de la harina

de pescado de la dieta.

De acuerdo al Analisis de Varianza de los valores de PER (anexo 8) hubieron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (P < 0,05; valor de probabilidad: 0,0018).
La prueba multiple de medias de Tukey destacé que las medias de PER correspondientes

para T7 fue 2,16 g, y para T1 fue 1,42 g fueron significativas (P < 0,05) a favor de T7.

En la prueba multiple de Dunnett, en la cual se compara los 6 tratamientos con vitamina E
y selenio organico contra el tratamiento T1 (control), se comprobo nuevamente que el PER
del T7 fue superior al PER del T1, siendo estadisticamente significativa (P < 0,05) a favor
del T7 (50 mg de vitamina E y 0,35 mg de selenio organico).
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Okumus y Mazlum (2002) reportaron valores de PER 2,08; 2,07 y 2,03 en truchas que
consumieron durante 22 semanas, 3 dietas de crecimiento a saciedad con diferentes
porcentajes de proteina animal (40 a 48%). Estos PER son ligeramente menores al PER del

presente trabajo: 2,16 con solo 38,54 % de proteina, logrado por el T7.
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Figura 16: Representacion grafica de los valores de PER: aumento de peso (g) sobre
la ingestion proteica (g) en 40 dias. El mayor valor de PER es 2,16 en el tratamiento 7,

indicando asi la mayor eficiencia proteica.

Kiaalvandi et al. (2011) citaron similares valores de PER: 1,87; 1,95 y 2,18, en truchas
alimentadas durante 12 semanas, con dietas todas con 40 % de proteina de harina de

pescado procedente de diferentes especies.

Por el contrario, Borguez et al. (1999) después de 127 dias encontraron valores de PER de
solo 0,957 para el alimento peletizado y de solo 0,720 para el alimento extruido, ambos
alimentos tenian proteina de harina de pescado, pero no mencionan las razones de esos

valores bastante bajos.

Glimiis e Ikis (2009) estudiando durante 13 semanas la tasa de crecimiento y digestibilidad,
detectaron bajos valores de PER (de 0,90 a 1,42) en truchas consumiendo dietas con 40 %
de proteina, pero de origen vegetal, que tiene alta presencia de carbohidratos y no contiene

todos los aminoécidos esenciales como la proteina de harina de pescado.
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4.1.4 Mortalidad

La figura 17 y anexo 7 muestran en general, una baja mortalidad registrada en el estudio
con poca variacion de tratamiento a tratamiento. El nimero de truchas muertas en cada uno
de los tratamientos del T1 al T7 fue como sigue: 12; 13, 12, 13, 10, 11 y 12 unidades,
respectivamente; en total 83; es decir, 1,98 % de la poblacion total de 4200 truchas con las

que se inicio la investigacion.

El rango de mortalidad en los tratamientos vario entre 0,24-0,31 %. Hay que destacar que
la baja mortalidad de 1,98 % revela que la vitamina E y el selenio organico cumplieron su
rol de aumentar las defensas y la capacidad inmunologica de las truchas, las que resistieron

mejor las enfermedades.
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Figura 17: Representacion grafica de la mortandad de las truchas en estudio. La
mayor mortandad se dio en la repeticion 1 del T2, y la menor en la repeticion 1 del

TS, pero en un 90 % de los casos se produjo por accién predadora de las aves.

En el anexo 9 se tiene el Analisis de Varianza, la prueba multiple de medias de Tukey y de
Dunnett de la mortalidad donde no existen comparaciones significativas de los varios

tratamientos contra el control.

La insignificante cantidad de truchas muertas fue debido a la captura por las aves

predadoras que se alimentan de peces y que en la localidad los denominan “martin
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pescador” o “huaco” y cuyo nombre cientifico es Nictycorax nictycorax (Figuras 18, 19 y
20).

Aproximadamente la mayoria de las truchas muertas, era consecuencia del picoton
proporcionado por las referidas aves con la intencion de llevar la presa a su nido y que por
el gran peso se les caia alrededor de los estanques (figura 18). El saldo restante de las
truchas muertas se podria atribuir a razones endogenas, tanto de orden sanitario como de

manejo.

Figura 18: Trucha tamafio comercial del tratamiento 7 repeticion 3, capturada por

el “martin pescador” y cuyo peso fue de 267 g.

La salud de las truchas en estudio en general fue buena. Asi, en la misma piscigranja “El
Ingenio”, cuya crianza es estrictamente comercial, en la misma fecha reportaron una tasa

de mortalidad superior a 2,5 %.
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Figuras 19y 20: “Martin pescador” capturado, predador de la trucha.

En un trabajo con 900 truchas en “jaulas” consumiendo alimento extruido de 45 % de
proteina, durante 90 dias, la mortalidad reportada fue de 2,7 % (Potniak et al. 1996),

cantidad aceptable, porque en “jaulas” productivas, la mortalidad es mayor.

Bastardo y Sofia (2003) en una investigacion durante 18 meses, con 9000 truchas
encontraron una tasa de mortalidad de 5 %, el cual es considerado alto. Asimismo, Akbulut
et al. (2002) determinaron tasas de mortalidad de 4,6 a 10,8 % en una prueba con 1000
truchas en crecimiento durante 202 dias en “jaulas” consumiendo “a saciedad” un alimento

de 46 % de proteinas.

De otro lado, el INP de México (1995) alimentando truchas durante 10 meses con dietas de
38 % proteina, a diferentes densidades de carga y diferentes tamafios de jaulas, registré una

mortalidad de 13 %.

4.2 CALIDAD FUNCIONAL DE LA CARNE DE TRUCHA

4.2.1 CONTENIDO DE VITAMINA E EN EL MUSCULO
La informacion sobre el contenido de vitamina E en el misculo de trucha proveniente de
varios tratamientos dietéticos se consigna en el cuadro 11, figura 21, anexos 11 y 12. Las

tendencias encontradas merecen ser comentadas.
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Figura 21: Trucha cogida y soltada por sus predadores. Al no poder trasladarla a sus

nidos debido al alto peso; en todas, se observan las huellas longitudinales de sus picos.
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El contenido de vitamina E de las 7 muestras de carne de truchas, proveniente de los 7
tratamientos, vari6é en un rango bastante amplio: desde el T3 con 10,52 mg de vitamina/Kg

de muestra, y para el T5 de 18,54 mg de vitamina/Kg de musculo.

Los valores de vitamina E de la carne, proveniente de la dieta suplementada con 25 mg de
vitamina E y 0,35 mg de selenio organico fue de 14,70 mg de vit. E/Kg carne, valor
ligeramente superior a la carne de la dieta “control” de 14,43 mg de vit. E/Kg de carne. Sin
embargo, el contenido de la carne de la dieta suplementada con 25 mg de vit. Ey 0,15 mg
de selenio fue levemente inferior (12,71 mg de vit. E/Kg de carne); y mucho mas bajo, en
la carne de 25 mg de vit. E y 0,25 mg de selenio orgéanico (10,52 mg de vit. E/Kg de

musculo).

De otro lado, la carne de trucha del régimen 50 mg de vitamina E y 0,15 mg de selenio
organico (T5), muestra el valor mas alto de vitamina E (18,54 mg/Kg). El contenido
correspondiente a 50 mg vitamina E y 0,25 mg de selenio organico fue de 15,19 mg/Kg de
muestra (T6), y a su vez, inferior al valor de T5; y por el contrario, al sistema 50 mg de vit.
E y 0,35 mg de selenio orgénico correspondié un valor menor de 12,03 mg de vit. E/Kg de
carne (T7). Estos valores y sus variantes se deben a que los analisis se realizaron en el
musculo, y supuestamente, el mayor contenido de vitamina E estaria presente en la grasa

(no se realiz6), por ser una vitamina liposoluble.

Los valores de vitamina E en el musculo de las raciones suplementadas con 25 y 50 mg de
vitamina E fueron de 12,64 mg y 15.25 mg de vit. E/Kg de musculo respectivamente,

valores muy similares a la carne de la dieta “control” (14,43).

Los contenidos de vitamina E para los sistemas 0,15; 0,25 y 0,35 mg de selenio organico
fueron: 15,63; 12,86 y 13,37 mg de vit. E/Kg, respectivamente, valores bastante similares a

la carne de la dieta basal.

El analisis de varianza de los resultados (anexo 10) indica que si existen diferencias

estadisticas significativas entre los 7 tratamientos (P<0,05; valor de probabilidad 0,0154).

Segun la prueba multiple de medias de Tukey, el TS5 logré la mayor media (18,54 mg
vitamina E / Kg) y la menor media fue el T3 (10,52 mg vitamina E /Kg), y entre estos dos
tratamientos, el TS5 fue estadisticamente significativo versus el T3. Asimismo, las

diferencias entre medias T7 y T1 de Dunnett, no alcanzaron significacion estadistica.
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Figura 22: Representacion grafica de los resultados del contenido de vitamina E

muscular.

4.2.2 SELENIO EN EL MUSCULO DE TRUCHA

El contenido de selenio del musculo de la trucha de los tratamientos dietéticos con
vitamina E y selenio organico y el valor de selenio de la trucha del régimen control se dan

en el cuadro 12, figura 23, anexos 13, 14y 15.

Los valores determinados del selenio en el musculo de los regimenes T7 y T4 (ambos con
0,35 mg de selenio organico) fueron 0,23 y 0,22 mg/Kg, respectivamente. Dichos valores
superaron en 109 y 100 % al contenido de selenio de la trucha de la dieta basal (0,11

mg/Kg).

Similarmente, los contenidos promedio de selenio correspondientes a 25 mg de vitamina E
(0,18 mg/ Kg) y 50 mg de vitamina E (0,19 mg/Kg) son similares, pero también superaron
en 64 a 73 % al control.

Por otro lado, a 0,15; 0,25 y 0,35 mg de selenio organico/Kg en las dietas correspondieron
en el musculo a valores de selenio progresivamente mayores (0,155; 0,170 y 0,225

mg/Kg), siendo significativamente superiores en 42; 54 y 104 %, respecto al control.

Estos valores aparentemente indican que la cantidad de selenio metabolizado en la trucha,

esta en funcidn directa del contenido del selenio en el alimento.
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En el anexo 13, se muestra el analisis de varianza del contenido de selenio en el musculo,
el cual indica que no existen diferencias estadisticas significativas (P>0,05; valor de

probabilidad: 0,0768) entre los tratamientos.

En la prueba multiple de medias de Tukey se corroboré que las pequenas diferencias

observadas no logran alcanzar significacion estadistica.
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Figura 23: Representacion grafica de los resultados del contenido de selenio. En ella
T1 tiene el mas bajo nivel, siguen T2, T3 y T4, y los de mejor nivel son T5, T6 y T7.
Ademas, T4 y T7 fueron suplementadas con 0,35 ppm en la dieta, T3 y T6 con 0,25

ppm en dieta.

Sin embargo, en la prueba multiple de tratamientos de Dunnett, se encontr6 que las
diferencias entre la media del T7 (0,23 mg Se/Kg), y la del T4 (0,22 mg Se/Kg) versus T1
(0,11 mg Se/Kg), alcanzaron ambos significacion estadistica (P < 0,05) a favor de T7 y T4,

cuyas diferencias entre medias fueron 0,123 y 0,116 mg/Kg respectivamente.

Hilton et al. (1980) determinaron que la trucha requiere 0,35 mg de selenio/Kg dieta para
la maxima actividad de la enzima “Glutation peroxidasa” en el plasma. Otros, como Bay et
al. (2002) sostienen que se necesita niveles mayores de selenio para la sintesis de alrededor
de 30 selenoproteinas con roles funcionales como la inmunomodulacion o estabilizacion
gendémica entre otros. En base a esta afirmacion, se podria experimentar mayores dosis

dietéticas de selenio.
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Watanabe et al. (1997), afirman que el selenio y la vitamina E en peces evita la distrofia
muscular nutricional y la diatesis exudativa. Igualmente, Miller (2006) manifiesta que el
selenio juega importante papel en el crecimiento, el desarrollo, reproduccion, calidad de la
carne, el mantenimiento de la salud y en la inmunidad de los peces. En cambio, la
deficiencia del mineral traza se asocia con el estrés oxidativo por lo que actuia como

antioxidante.

Segun Ciardullo et al. (2008), el selenio se acumula en mayor cantidad en el higado y en
las goénadas, y en menor cantidad en el misculo. Ademas, a diferencia de otros minerales,
una alta concentracion de selenio en los tejidos no afecta de forma significativa el
crecimiento de los peces. Asimismo, Miller (2011) reafirma que existe una relacion entre

los niveles de selenio de la dieta y los valores del mismo en el musculo y en todo el cuerpo.

Lo mas importante, desde el punto de vista nutricional y de salud publica, es que se puede
obtener un alimento funcional por el contenido de selenio, como lo esbozan Vinchira y
Mufioz-Ramirez (2010) y Sara et al. (2010), especialmente cuando se utilizé 0,35 ppm de
selenio orgéanico en la dieta, y también por la presencia de AGPI de la familia omega-3
(EPA y DHA), reconocidos por sus caracteristicas funcionales en la prevencion y
reduccion de enfermedades cardiovasculares, como lo afirman Araya y Lutz (2003) y Chen
et al. (2006), dando la posibilidad de crear sistemas acuicolas para desarrollar nuevos

alimentos funcionales con contenido de Omega-3 y de selenio organico.

4.2.3 CONTENIDO DE PROTEINA Y GRASA MUSCULAR DE LA TRUCHA

Los contenidos de proteinas y grasas del musculo de trucha en los diferentes tratamientos
dietéticos se pueden observar en el cuadro 13 y en la figura 24. Los valores de acidos
grasos en el musculo de trucha s6lo para los tratamientos T1 y T7 se consignan en los

cuadros 14 y 15 respectivamente.

Por cada tratamiento dietético se hizo el andlisis quimico proximal de una sola muestra
obtenida de 3 truchas. La razon del analisis de una sola muestra fue que todas las dietas
tuvieron como componentes los mismos ingredientes alimenticios, excepto la vitamina E y
el selenio organico, por lo que no habria mayor variacion en los contenidos de selenio en el

musculo. Las tendencias observadas se describen a continuacion.
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Cuadro 13: Analisis quimico proximal del musculo de trucha en base fresca (una sola

muestra por tratamiento).

Tratamientos Humedad Proteina Grasa Ceniza
(%) (%) (%) (%)
Ti: 75,4 19,2 4,8 1,4
T,: 72,3 18,6 7,4 1,5
Ts: 75,7 18,8 4,3 1,4
Ty: 74,4 19,0 53 1,4
Ts: 74,8 18,0 5,7 1.3
Te: 75,0 20,3 3,6 1,4
T7: 75,6 19,5 3,7 1,4

El contenido de proteina del musculo de la trucha de la dieta T1 (control) y la T7 fueron de
similar cuantia (19,2 vs 19,5 %). En los 6 tratamientos con antioxidantes, las
concentraciones de proteina correspondientes a 25 y 50 mg de vitamina E, igualmente
fueron parecidas (18,8 y 19,3 %). Estos contenidos proteicos del musculo de trucha
concuerdan con el rango de 18 a 20 % de proteina reportado por Garcia-Macias et al.

(2008) para productos industriales elaborados a base de carne de trucha.

Similares valores se encontraron en el tenor de grasa del musculo de trucha de la racion
control (T1) y del T7 (4,8 vs 3,7 %), 25 y 50 mg vitamina E (5,7 vs 4,3 %).
Estos resultados sobre contenido de grasa de la carne de trucha, en general, son semejantes
a los que han encontrado varios investigadores (Garcia-Macias et al. 2006, Celik et al.

2007, Aranzadi 2011).

Al comparar (Cuadro 14), el contenido de familias de acidos grasos en el musculo de
trucha del tratamiento 1 (control) y el del tratamiento 7 (50 mg vitamina E y 0,35 mg
selenio organico) se establecid que en acidos grasos saturados, practicamente no hay
diferencia (25,74 y 26,52 %), en los monoinsaturados se registra una ligera diferencia de
2,18 % a favor del tratamiento 7, y que en los poliinsaturados la diferencia es algo mayor
(3,28 %) a favor del control (45,46 y 42,28 %). Aparentemente, no hubo mayor efecto de

la vitamina E y el selenio organico en la composicion de familias de 4cidos grasos en carne
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de trucha, excepto la de actuar como antioxidantes y previniendo la peroxidacion de

lipidos.
Cuadro 14: Resumen del contenido de familias de acidos
grasos de la trucha.
RESUMEN
Trat-1 Trat-7
ACIDOS GRASOS
(%) (%)
Saturados 25,74 26,52
Monoinsaturados 23,87 26,05
Poliinsaturados 45,56 42,28
TOTAL 95,17 94,85
EPA + DHA 22,19 17,85
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Figura 24: Representacion grafica del analisis de proteina y grasa del musculo
de trucha. Se observa que no hay mayor variacion entre los dos macronutrientes en

los tratamientos dietéticos.

82



El musculo de trucha del tratamiento 1 (control) y del tratamiento 7 (vitamina E y selenio
organico) (cuadro 15) muestran valores semejantes en acido palmitico (18,00 y 18,13 %),
acido estearico (3,78 y 4,17 %), oleico (15,86 y 17,40 %), linoleico (16,33 y 17,10 %), o-
linolenico (1,54 y 1,82 %), acido eicosapentaenoico (EPA: 7,01 y 6,45 %) y éacido
docosahexaenoico (DHA: 15,18 y 11,40 %).

Cuadro 15: Familias de acidos grasos del musculo de trucha.

Trat-1 Trat-7
) Tipos de Estructura | (control)

Acidos Grasos (Cn:m) (%) (%)
Palmitico 16 : 0 18,00 18,13
Estearico 18:0 3,78 4,17
Oleico 18:1 w-9 15,86 17,40
Vaccenico 18:1 w-7 2,40 2,40
Linoleico 18:2 w-6 16,33 17,10
v-Linolénico 18 :3 w-6 0,48 0,60
a-Linolénico 18:3 w-3 1,54 1,82

Eicosapentaenoico 20:5 w-3 7,01 6,45
(EPA)

Docosahexaenoico 22:6 w-3 15,18 11,40
(DHA)

EPA + DHA 22,19 17,85

Cuando se observan los valores del EPA y DHA (Cuadros 14 y 15) se reconocen valores
de 22,19 % en trucha del tratamiento 1 (Control) y de 17,85 % en trucha del tratamiento 7.
La diferencia de 4,34 % es a favor de la dieta control. Se esperaba, que por efecto de la

vitamina E y el selenio organico, la diferencia favoreciera al tratamiento 7.

Finalmente, el nivel de ceniza presente en el miisculo de la trucha, al igual que la humedad,
tienen valores muy coincidentes que varian solo en décimas, no existiendo diferencias por
la existencia de las distintas concentraciones del selenio en la dieta, lo que indicaria que
todo el selenio orgédnico ha sido metabolizado y convertido en diferentes metaloenzimas

que luego fueron usados en los distintos procesos fisiologicos del pez.
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4.2.4 NITROGENO DE BASES VOLATILES TOTALES (N-BVT)

La informacion sobre nitrogeno de bases volatiles totales se da en el cuadro 16 y figura 25.
Una vez terminado el trabajo en los estanques, las truchas se sacaron, y una hora después
fueron sometidas a congelamiento rapido por medio de placas, a -35 °C durante 2
horas, almacenandolas luego en camaras a -24 °C. El analisis de N-BVT se hizo en una

muestra congelada por cada tratamiento un mes mas tarde.

16

14 -

12 -

10 -

8 -

B N-BVT

61 (mg/100g)
4 .

2 -

O ' T T T T T T

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Figura 25: Representacion grafica de los valores de N-BVT de la trucha en varios

N-BVT (mg/100 g de muestra)

regimenes nutricionales.

El N-BVT, indicador tradicional de la frescura del pescado, expresa el contenido de bases
volatiles (Trimetilamina, Dimetilamina y NH;3;), y aminas de la descarboxilacion
microbiana de los aminoacidos, donde ninguno llega a 30 mg/100 g, que seria el limite de

aceptabilidad para especies semigrasas (Koral et al. 2010).

En el estudio se encontrd que el contenido de N-BVT de la muestra de carne de truchas
alimentadas con la dieta basal (control) fue de 14,4 mg/100 g. Mientras que, el valor de N-
BVT del musculo de trucha que consumi6 la dieta T7 (enriquecida con vitamina E y

selenio organico) fue de 13,5 mg/100 g.
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Respecto a los niveles dietéticos de vitamina E, son muy parecidos el contenido de N-BVT
de la carne de trucha de las dietas con 25 mg de vitamina E (12,9 mg/100 g) y el N-BVT

de la carne de trucha de las dietas enriquecidas con 50 mg de vitamina E (12,5 mg/100 g).

Asi también, considerando los niveles de selenio en la dieta, son similares los valores de
N-BVT correspondientes a 0,15; 0,25 y 0,35 mg de selenio organico (13,0; 12,2 y 12,95
mg/100 g).

Como se observa, todos estos valores, que tienen como suplemento a los nutrientes
antioxidantes, son menores que el tratamiento basal. Lo mismo sucede cuando se observa,
el promedio de los tratamientos suplementados (T2 al T7), donde se obtiene solo 12,73
mg/100 g, indicando que los antioxidantes suplementados disminuyeron la descomposicion

bacteriana y redujeron al minimo la accion de las enzimas enddgenas.

Los valores expuestos estan dentro de los limites de frescura aceptables para el pescado y
que coincide con lo reportado por Ruiz-Capillas y Horner (1999) quienes indican que el
pescado recién capturado debe tener un contenido de N-BVT entre 10 a 15 mg por cada

100 g de muestra, a excepcion de los peces pelagicos.

De otro lado, en un experimento efectuado por Oguzhan y Angis (2012) después de
cultivar truchas, reportaron valores de N-BVT de 12,42 mg/100 g, para ser conservados

mediante salado y deshidratado.

Ozogul y Ozogul (2000), utilizaron valores de N-BVT como indice de calidad de frescura
para comparar el deterioro de la trucha envuelta en laminas de aluminio para luego ser

almacenadas.

Seglin Marquez et al. (2006) el nivel de N-BVT maximo tolerable y que coincide con el
inicio de la alteracién organoléptica de la carne de peces grasos como la trucha es de 30

mg N-BVT/100 g de muestra.

En conclusion, la vitamina E y el selenio organico en los niveles empleados en el presente
estudio, mantuvieron la excelente frescura de la trucha, para ser analizada en los
laboratorios o usada como alimento fresco o procesada en cualquiera de sus

presentaciones.
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4.2.5 DETERMINACION DE MALONDIALDEHIDO (MDA)

Los datos de la prueba del 4cido tiobarbitirico (TBA) en mg de MDA/Kg de muestra de

carne de trucha, se presentan en el cuadro 17 y la figura 26.

El valor promedio de TBA del musculo de trucha fue de 1,16 mg MDA/Kg en el caso del
T1 (control), mientras que truchas con 25 mg/Kg de vitamina E tuvieron un valor
levemente mas elevado (1,23 mg MDA/Kg), y aquellas muestras con 50 mg/Kg de

vitamina E mostraron un resultado ligeramente reducido (1,09 mg MDA/Kg).

Respecto a los 6 tratamientos suplementados con vitamina E y selenio organico (T2 a T7),
también tuvieron un promedio de 1,16 mg MDA/Kg; todos estos contenidos son tan
pequefios que no causarian ningin dafio a los lipidos musculares. Con 2 niveles de
vitamina E y 3 niveles de selenio organico en sus dietas, los valores de TBA, son todos

muy bajos, cuyos rangos estan entre 1,49 (T5) y 0,80 (T6).

Asi también, se observod que en cada nivel de vitamina E, a mayor dosis de selenio
organico se logra un ligero menor valor de TBA. Asi también, con 50 mg de vitamina E, en
relacion a 25 mg, se produce una muy ligera reduccion en el valor TBA. Estos resultados
indicarian que la presencia del selenio organico y la vitamina E han tenido algiin efecto
protector en las células y tejido muscular durante el tiempo de crianza, y que una vez

sacrificados estos peces, han inhibido la peroxidacion lipidica.

En el andlisis de varianza (anexo 16) se puede observar, que no existen diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos (P>0,05; valor de probabilidad: 0,6460);
esto se ve también corroborado con la prueba multiple de medias de Tukey, donde el
tratamiento 6 tiene la media mas baja (0,803 mg MDA/Kg), indicando la inexistencia de
algun tipo de lipoperoxidacion; incluso, el tratamiento 5, que tiene el valor mas alto (1,493
mg MDA/Kg), no es un valor que indique inicio de peroxidacion. Asimismo, la prueba
multiple de Dunnett muestra que las pequefas diferencias entre los tratamientos dietéticos,

no alcanzaron significacion estadistica.

De acuerdo a Suarez et al. (2009), los valores de TBA que indican buena calidad de
musculo de pescado estdn alrededor de 5 mg de malondialdehido/kg, mientras que pueden

ser aceptados para consumo humano valores hasta de 8 mg de malondialdehido/kg.

87



88

PI°l $98°0 SOt°l ‘(B/VAN dw)
LA9-N Id 2.1qo0s o_=2om
(Bw 0g £ 67) Sw gg“p | (Bw o5 £ ¢7) B g7’y | (Bw g A ¢7) Bwgro| 911 3P SIIAIU SO] P 0393
‘(B/VAIN Swr)
60°1 €Tl 91°1 V4L [P 31qos J JA
Ip m@—o>_= SO[ 9p caoom@
o)udlwejea) eped hom
960 08°0 6v°1 Nl | €60 aa! 91y OIUJ[IS AP OIPIWOI
11 66°0 vS'T 96°0 €1l £8°0 0’ | ¢t uornadar epes 10d
760 8L°0 P11 L8°0 S0 86°1 060 |TX VL 9P 0pIudjuo))
9L0 90 080 YT €Il 0S°T 8TT |14
(L1) 9L (S1) (#1) (€1) (z1) (1)
Suwgg') |Swgzg | Swgyp | Swggp) | Swgzp |Swgrg | [onuo) eRIp 3Y/AS
8w g Sw gy 3w ()

ejalp ap oj1y Jod 3 euiweyA

*(e13sonu 3y/epur 3w)
"(eq)) 00LIMIQIEQON) OPIOE 9P BQINI] :L] OIpen)




El resultado del presente estudio estd bastante lejos de estas cifras.
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Figura 26: Representacion grafica del contenido de malondialdehido. Desde el valor
mas bajo (r1 del T6) al mas alto (r3 del TS) y que mantienen la estabilidad oxidativa

del musculo debido a la vitamina E y al selenio organico. Fuente: Tuna (2012).

Como la cuantificacion del acido tiobarbittrico es una medida de la calidad lipidica del
tejido muscular, se han realizado numerosas pruebas, sobre todo con las especies de mucha
demanda comercial. Asi, Haghparast et al. (2010) en un estudio con truchas almacenadas a
4 °C, utilizando acetato de sodio y citrato de sodio como antioxidante, reportaron valores
de 0,18 a 1,91 mg MDA/Kg, cifras que coinciden con el presente estudio, en el cual se

emplea como antioxidantes a-tocoferol y selenio organico.

Bilgin et al. (2010) criaron truchas en un estanque hasta tamafo comercial, luego de ser
sacrificados cuantificaron 0,42 mg MDA/Kg; inmediatamente fueron sometidos a un
tratamiento térmico con aceite de oliva obteniendo 2,11 mg MDA/Kg; considerandolo apto
para el consumo. Asimismo, Jasour et al. (2011) en un experimento en truchas alimentadas
con diferentes niveles de adicion de vitamina E, con el objeto de impedir la oxidacion

primaria, se obtuvieron valores menores a 1 mg MDA/Kg muestra.

En general, todos los valores de TBA (mg MDA/Kg de musculo) del presente estudio son
muy bajos e indican que la trucha durante el mes de almacenamiento en frio, no sufrio
ningin dafio (peroxidacion) de los lipidos, en particular de los 4acidos grasos

poliinsaturados.
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V. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente estudio, se llega a las siguientes conclusiones:

1. Las truchas del T7, cuya dieta fue suplementada con 50 ppm de vitamina E y 0,35
ppm de selenio organico, lograron ganancias en el peso corporal durante 40 dias, en

promedio 88 g; dicho valor fue estadisticamente superior al del control T1 (58 g).

2. El indice de conversion alimenticia mas eficiente de 1,203 Kg de alimento por Kg
de ganancia de peso, correspondid también a las truchas del T7 (cuya dieta se suplement6
con 50 mg de vitamina E y 0,35 mg de selenio organico), dicho indice superd

estadisticamente al del control (1,843 Kg).

3. La eficiencia proteica mas alta (PER: 2,16), igualmente se logr6 en las truchas del
T7 que recibieron la dieta cuyo contenido de vitamina E y selenio orgéanico fueron los mas
elevados, siendo dicho valor estadisticamente significativo versus el control T1 (PER:

1,42).

4. Asimismo, la calidad de frescura de la carne de trucha fue ligeramente superior en
T7 (13,5 mg N-BVT/100g) versus la calidad del control T1 (14,4 mg N-BVT/100g), ambos
valores estan lejos de lo permitido (30 mg N-BVT/100g).

5. La calidad del musculo de la trucha, en términos de peroxidacion lipidica (prueba
del MDA) fue excelente, cuyos valores obtenidos para el T7 (0,96 mg MDA/Kg) y el T1

(1,16 mg MDA/Kg), revelaron reduccion de la oxidacion intracelular.

6. Los contenidos de selenio del musculo de las truchas del T4 (0,35 ppm de selenio
organico y 25 ppm vitamina E) y de las truchas del T7 (0,35 ppm de selenio organico y 50
ppm vitamina E), mostraron una capacidad acumulativa superior estadisticamente al

contenido de las truchas control.
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VI. RECOMENDACIONES

En funcion a los resultados obtenidos se hace las siguientes recomendaciones:

1. Enriquecer alimentos para truchas a escala comercial con un nivel de 50 mg de

vitamina E y 0,35 mg de selenio organico por cada Kg de alimento.

2. Realizar experimentos con truchas dosificando en sus dietas, los mismos y mayores

niveles de vitamina E y selenio organico, pero sin llegar a niveles de toxicidad.

3. Evaluar el comportamiento de dietas experimentales formuladas en este estudio,
pero con alimento extruido, empleando otras infraestructuras como jaulas flotantes de

cultivo y pozas de tierra.

4. Realizar estudios y evaluar los parametros productivos piscicolas con otras especies
de peces comerciales que se cultiven en nuestro medio, empleando la vitamina E y el

selenio organico.
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Anexo 1: Calidad de agua del rio Chia, recurso hidrico que abastece al centro piscicola '"El
Ingenio", afio 2009.

MES UNIDAD SETIEMBRE OCTUBRE | NOVIEMBRE | DICIEMBRE
Fecha 29/09/2009 20/10/2009 16/11/2009 16/12/2009
Hora Hirs. 10,50 11,30 10,50 10,50
Nubosidad Octavas 0/8 0/8 7/8 0/8

Escala ire li ire i
Viento 0 calma 1 aire ligero 1 aire ligero 2 brisa ligera
Beaufort
Color aparente
incoloro incoloro incoloro incoloro
Transparencia m total (0,55) total (0,55) total (0,55) total (0,60)
Caudal Litros/seg 1,15 1,15 1,20 1,30
Temperatura
del aire °C 12,50 12,50 15,50 12,00
Temperatura del
agua oC 10, 00 10,00 11,00 11,50
Oxigeno
disuelto ppm 7.5 7,50 7,00 7,00
Anhidrido
carbénico ppm 2.00 2,00 4,00 4,00
Alcalinidad a la
fenolftaleina ppm 0.00 0,00 0,00 0,00
Alcalinidad
Total (CaC03) ppm 171,00 171,00 145,35 136,80
Dureza total
(CaCoy) ppm 188,10 188,10 222,30 222,30
pH 7,50 7,50 8,00 8,00

Fuente: Bedrifiaga (2011).
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Anexo 2: Tabla de alimentacion de la trucha Arco Iris de alimentos balanceados
“Truchas La Molina”.

PESO UNITARIO|  TALLA PECES/Kg || TEMPERATURA DEL AGUA
TIPO DE ALIMENTO @ (cm) 10°C | 12°C | 15°C
TASAS DE ALIMENTACION
(% PESO CORPORAL)
Alevinaje
Inicio granulado | 15-25 40-5,3 540 - 130 5,38 6,6 8,51
Inicio granulado | 25-50 53-6,0 310 - 200 4,62 6,0 7,01
Inicio Il (Pelets) 50-75 6,0-7,0 200 - 160 4,26 5,0 5,95
Inicio Il (Pelets) 7,5-10,0 7,0-84 160 - 110 3,65 47 5,89
Inicio Il (Pelets) 10,0- 15,0 84-95 110-76 3,60 42 4,74
Inicio Il (Pelets) 15,0-20,0 9,5-10,5 76 - 70 3,01 38 4,32
Juveniles
Crecimiento | 20-30 10,5-13,0 70-50 2,88 3,6 4,13
Crecimiento | 30-40 13,0-14,2 50 -30 2,27 3,0 3,71
Crecimiento | 40 - 50 14,2 - 15,2 30-26 2,16 2,8 3,36
Crecimiento Il 50 - 60 15,2 -16,1 26-20 2,05 2,6 2,88
Crecimiento Il 60 - 80 16,1-18,0 20-15 2,00 2,4 2,82
Adultos
Acabado Simple 80 - 100 18,0-20,0 15-13 1,98 2,3 2,62
Acabado Simple 100 - 125 20,0-215 | 13,0-10,0 1,92 2,2 2,59
Acabado Simple 125-150 215-221 10-8,0 1,79 2,0 2,53
Acabado Simple 150 - 175 22,1-235 8,0-7,0 1,70 19 2,40
Acabado pigmentado 175 - 200 23,5-25,0 7,0-5,0 1,63 1.8 2,34
Acabado pigmentado 200 - 250 25,0-26,0 50-4,0 1,57 1,7 2,27
Acabado pigmentado 250 - 280 26,0 - 28,0 4,0-30 1,50 1,6 2,17

Fuente: UNALM.
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Anexo 3: Ganancia de peso de las truchas en estudio.

Inicio de experimento:

Término de experimento:

05/11/09 15/12/09
Trat. N° de Peso X :| Muestra | Pesode | Peso de | A* peso | A* peso
Repet. | Truchas (Kg) de peces | muestra | 200 unid. | 200 unid | en (%)
recibidas (Unid.) (€] (Kg) (Kg)

T4 r1 200 32,28 25 |5255,48 | 42,04 9,76 | 30,23
T4 r2 200 32,84 25 |5624,22 | 44,99 12,15 | 36,99
T4 r3 200 33,11 25 |5753,09 | 46,02 12,91 38,99
T r1 200 32,98 25 |5420,52 | 43,36 10,38 | 31,47
T r2 200 32,15 25 |5167,08 | 41,33 9,18 | 28,55
T r3 200 32,52 25 |5292,58 | 42,34 9,82 | 30,19
T3 r1 200 32,54 25 |5296,25 | 42,37 9,83 | 30,21
T3 r2 200 32,66 25 |5916,48 | 47,33 14,67 | 44,92
T3 r3 200 33,02 25 |6117,12 | 48,93 15,91 48,18
Ts r1 200 33,08 25 [5918,72 | 47,35 14,27 | 43,14
Ts r2 200 32,54 25 |[5680,25 45,44 12,90 | 39,54
Ts r3 200 32,96 25 [5723,91 45,79 12,83 | 38,92
Ts r1 200 32,98 25 (544250 | 43,54 10,56 | 32,02
Ts r2 200 32,34 25 [5626,23 [ 45,00 12,66 | 39,14
Ts r3 200 32,87 25 [5552,02 ( 44,42 11,55 | 35,14
Te r1 200 33,16 25 6086,50 | 48,69 15,53 | 46,83
Te r2 200 32,94 25 |5708,25 | 45,66 12,72 | 38,61
Te r3 200 33.45 25 16208,25 | 49,66 16,21 48,46
T7 r1 200 32,99 25 16316,50 | 50,53 17,54 | 53,17
T7 r2 200 32,88 25 |6175,50 | 49,40 16,52 | 50,24
T7 r3 200 33,02 25 |6458,25| 51,66 18,64 | 56,45
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Anexo 4: Analisis de Varianza, prueba de Tukey y de Dunnett de la ganancia de peso.

The SAS System -The ANOVA Procedure
Dependent Variable: y

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 124,3634476 15,5454310 5,94 0,0032
Error 12 31,4276667 2,6189722

Corrected Total 20 155,7911143

R-Square  Coeff Var  Root MSE y Mean
0,798270  12,32137 1,618324 13,13429

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
trat 6 117,9336476 19,6556079 7,51 0,0016
rep 2 6,4298000 3,2149000 1,23 0,3273

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for y
Means with the same letter are not significantly different.

Grouping Mean N trat
A 17,567 3 7

B A 14,820 3 t6
B AC 13470 3 3
B AC 13,333 3 t4
B C 11,590 3 5
B C 11,607 3 tl
C 9,793 3 t2

Dunnett's t Tests for v

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error for comparisons of all
Treatments against a control.

Alpha 0,05
Error Degrees of Freedom 12
Error Mean Square 2,618972
Critical Value of Dunnett's t 2,97685

Minimum Significant Difference 3,9335

Comparisons significant at the 0,05 level are indicated by ***.

Difference Simultaneous
trat Between 95% Confidence
Comparison Means Limits

t7 -tl 6,200 2,267 10,133 ***
t6 -tl 3,453 -0,480 7,387
t3 -tl 2,103 -1,830 6,037
t4 -tl 1,967 -1,967 5,900
t5 -tl 0,223 -3,710 4,157
2 -tl -1,573 -5,507 2,360
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Anexo 5: Conversion alimenticia de las truchas en estudio.

Inicio de experimento: Término de experimento:
05/11/09 15/12/09
Trat Alimento Biomasa |Incremento C. A.
Rep [N° de | ingerido por de 200 de peso de [(Kg alimento /
peces 200 truchas unid (Kg) [ 200 truchas | Kg de misculo)
(Kg) (Kg)
T rl | 200 21,120 42,04 9,76 2,16:1
T, r2 | 200 21,120 44,99 12,15 1,74 : 1
T r3 | 200 21,120 46,02 12,91 1,63:1
T, rl | 200 21,120 43,36 10,38 2,03:1
T, r2 | 200 21,120 41,33 9,18 230:1
T, r3 | 200 21,120 42,34 9,82 2,15:1
T; rl | 200 21,120 42,37 9,83 2,15:1
T; r2 | 200 21,120 47,33 14,67 144:1
T; r3 | 200 21,120 48,93 15,91 1,33:1
T,y rl | 200 21,120 47,35 14,27 1,48:1
Ty r2 | 200 21,120 45,44 12,90 1,64:1
Ty r3 | 200 21,120 45,79 12,83 1,65:1
Ts rl | 200 21,120 43,54 10,56 2,00:1
Ts r2 | 200 21,120 45,00 12,66 1,67 :1
Ts r3 | 200 21,120 44,42 11,55 1,83:1
Ts rl | 200 21,120 48,69 15,53 1,36 : 1
Te r2 | 200 21,120 45,66 12,72 1,66 : 1
T r3 | 200 21,120 49,66 16,21 1,30: 1
T, rl | 200 21,120 50,53 17,54 1,20: 1
T, r2 | 200 21,120 49,40 16,52 1,28:1
T, r3 | 200 21,120 51,66 18,64 1,13:1

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 6: Analisis de Varianza, prueba de Tukey y de Dunnett de la conversion
alimenticia.

The SAS System - The ANOVA Procedure
Dependent Variable: y

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 1,85642857 0,23205357 4,52 0,0098
Error 12 0,61540000 0,05128333
Corrected Total 20 2,47182857

R-Square Coeff Var  Root MSE y Mean
0,751035  13,53721  0,226458 1,672857

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
trat 6 1,72422857 0,28737143 5,60 0,0056
rep 2 0,13220000 0,06610000 1,29 0,3111

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for v

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N  trat

A 2,1600 3 2
B A 1,8433 3 t1
B A 1,8333 3 t5
B A 1,6400 3 t3
B A 1,5900 3 t4
B 1,4400 3 t6
B 1,2033 3 t7

Dunnett's t Tests for y
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error for comparisons of all
Treatments against a control.

Alpha 0,05
Error Degrees of Freedom 12
Error Mean Square 0,051283

Critical Value of Dunnett's t 2,97685
Minimum Significant Difference 0,5504

Comparisons significant at the 0,05 level are indicated by ***.

Difference Simultaneous
trat Between 95% Confidence
Comparison Means Limits
2 -tl 0,3167 -0,2338 0,8671
t5 -tl -0,0100 -0,5604 0,5404
t3 -tl -0,2033 -0,7538 0,3471
4 -tl -0,2533 -0,8038 0,2971
t6 -tl -0,4033 -0,9538 0,1471
t7 -tl -0,6400 -1,1904 -0,0896 ***
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Anexo 7: PER y mortalidad de las truchas en estudio.

Inicio de experimento: Término de experimento:
05/11/09 15/12/09
N° de | Ganancia de Proteina Muerte de | Mortalidad PER
Trat Rep |peces | peso de 200 | Consumida por | peces: (Ganancia peso /
truchas: (g) | c/repet.* (g) | (unidades) (%) Prot. consumida)
T; | r1 | 200 9760 8139,65 05 1,20
Ty | r2 | 200 12150 8139.,65 03 1,49
T; | r3| 200 12910 8139,65 04 /12 T,=0,29 1,58
T, | r1 | 200 10380 8139,65 06 1,27
T, | r2 | 200 9180 8139,65 02 1,13
T, | r3| 200 9820 8139,65 05 /13 T,=0,31 1,21
T; | r1 | 200 9830 8139,65 05 1,21
T; | r2 | 200 14670 8139,65 04 1,80
T; | r3 | 200 15910 8139.,65 03 /12 T53=0,29 1,95
Ty | r1 | 200 14270 8139,65 04 1,75
Ty | r2 | 200 12900 8139,65 04 1,58
Ts4 | 3| 200 12830 8139.,65 05 /13 T4=0,31 1,57
Ts | r1 | 200 10560 8139,65 01 1,30
Ts | r2 | 200 12660 8139,65 04 1,55
Ts | r3 | 200 11550 8139.,65 05 /10 Ts=0,24 1,42
Te | r1 | 200 15530 8139,65 04 1,91
Te | r2 | 200 12720 8139.,65 05 1,56
Te | r3 | 200 16210 8139,65 02 /11 Te=0,26 1,99
T, | r1 | 200 17540 8139,65 03 2,15
T, | r2 | 200 16520 8139,65 05 2,03
T; | r3| 200 18640 8139,65 04 /12 T7=0,29 2,29
Mortalidad total : 83 1,98 %

Fuente: Elaboracion propia.
* Analisis realizado en LENA (Prot. 38,54 %): 21120 g x 38,54 g/100 g =8139,65 g
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Anexo 8: Analisis de Varianza, prueba de Tukey y de Dunnett de la relacion de
eficiencia proteica (PER).

Source
Model
Error

The SAS System - The ANOVA Procedure

Dependent Variable: y

Sum of
DF Squares Mean Square
8 1.85324762 0.23165595
12 0,47224762 0,03935397

Corrected Total 20 2,32549524

Source
trat

rep

F Value
5.89

R-Square Coeff Var  Root MSE y Mean
0,796926  12,27444  0,198378 1,616190

DF Anova SS Mean Square
6 1,74049524 0,29008254
2 0,11275238 0,05637619

F Value
7,37
1,43

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for v

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N trat

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error for comparisons of all

A 2,1567 3 t7

B A 1,8200 3 t6
B A C 1,6533 3 t3
B A C 1,6333 3 t4
B C 1,4233 3 tl
B C 1,4233 3 t5
C 1,2033 3 2

Dunnett's t Tests for v

Treatments against a control.

Alpha 0,05
Error Degrees of Freedom 12
Error Mean Square 0,039354

Critical Value of Dunnett's t 2,97685
Minimum Significant Difference 0,4822

Comparisons significant at the 0,05 level are indicated by ***.

Difference Simultaneous
trat Between 95% Confidence
Comparison Means Limits
t7 -tl 0,7333 0,2512 11,2155 ***
t6 -tl 0,3967 -0,0855 0,8788
t3 -tl 0,2300 -0,2522  0,7122
t4 -tl 0,2100 -0,2722  0,6922
t5 -tl 0,0000 -0,4822 0,4822
2 -tl -0,2200 -0,7022 0,2622
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Anexo 9: Analisis de Varianza, prueba de Tukey y de Dunnett de la mortalidad.

The SAS System - The ANOVA Procedure
Dependent Variable: y

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 2,38095238 0,29761905 0,12 0,9968
Error 12 28,57142857 2,38095238
Corrected Total 20 30,95238095

R-Square Coeff Var  Root MSE y Mean
0,076923  39,04061  1,543033 3,952381

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
trat 6 2,28571429 0,38095238 0,16 0,9829
rep 2 0,09523810 0,04761905 0,02 0,9802

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for y
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher Type
1,

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N  trat

A 4,333 3 t2
A 4,333 3 t4
A 4,000 3 t1
A 4,000 3 t3
A 4,000 3 t7
A 3,667 3 t6
A 3,333 3 t5

Dunnett's t Tests for v

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error for comparisons of all treatments against
a control.

Alpha 0,05
Error Degrees of Freedom 12
Error Mean Square 2,380952
Critical Value of Dunnett's t 2,97685

Minimum Significant Difference  3,7505

Comparisons significant at the 0,05 level are indicated by ***.

Difference Simultaneous

trat Between 95% Confidence
Comparison Means Limits

2 -tl 0,333 -3,417 4,084
t4 -tl 0,333 -3,417 4,084
t3 -tl 0,000 -3,750 3,750
t7 -tl 0,000 -3,750 3,750
t6 -tl -0,333 -4,084 3,417
t5 -tl -0,667 -4.417 3,084
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Anexo 10: Analisis de Varianza, prueba de Tukey y Dunnett de la vitamina E en el
musculo de la trucha.

The SAS System - The ANOVA Procedure
Dependent Variable: y

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 1228903,048 153612,881 3,26 0,0323
Error 12 565786,190 47148,849
Corrected Total 20 1794689,238

R-Square Coeff Var  Root MSE y Mean
0,684744  15,48983  217,1379 1401,810

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
trat 6 1211737,238  201956,206 4,28 0,0154
rep 2 17165,810 8582,905 0,18 0,8358

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for y
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher Type II
Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N  trat

A 18543 3 t5
B A 15193 3 6
B A 14703 3 t4
B A 14427 3 tl
B A 1270,7 3 2
B 1203,3 3 7
B 10520 3 3

Dunnett's t Tests for y
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error for comparisons of all treatments against
a control.

Alpha 0,05
Error Degrees of Freedom 12
Error Mean Square 47269,83
Critical Value of Dunnett's t 2,97685

Minimum Significant Difference 528,45

Comparisons significant at the 0,05 level are indicated by ***,

Difference Simultaneous
trat Between 95% Confidence
Comparison ~ Means Limits

t5 -tl 411,7 -116,1 9394
t6 -tl 76,7 -451,1 604,4
t4 -tl 27,7 -500,1 5554
2 -tl -172,0 -699,8 355,8
t7 -tl -239,3 -767,1 288,4
t3 -tl -390,7 9184 137,1
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ANEXO 11: Analisis de vitamina E en el musculo de la trucha Arco Iris (il).

CERPER

CERTIFICACIONES DEL PERU S.A.

Salicitants

Domicilio Legal

Producto Declarado

Cantidad de muestra para ensayo
Forma de Presentacidn
Identificacidn de la muestra
Fecha de Recepcion

Facha de Inicio dal ensayo
Fecha de Término del ansayo
Ensayo realizado en
Identificado con

Validez del documento

INFORME DE ENSAYO N° 3-00117/10

Pag. 1/1

: ROBLES APARICIO DE RODRIGUEZ, ZENOBIA ELENA
: Gal. Las Dalias Nro. 234 Urb. Los Jazmines = San Juan de Lurigancho
: TRUCHA ARCO IRIS
¢ 15 muestras x 300 g. aprox. cfu
: En bolsas de polietileno, cerradas y congeladas
: Segun se Indica
: 2010=-01 =11
D 2010-01 ~-14
! 2010=01 =14
: Laboratorio de Fisico Quimica
© H/S 090313273 (00274 )
Muestra proparcionada per el solicitante

: Este Decumento tiene validez solo para la muestra descrita, por un periode de 30

dias a partir de la fecha de emisién del documento.

Ensayo / Resultados
Musatras Vitamina E
{Hg acetato alfa-tocofarol/100g)
M-2: 2A -1 1126
M-2: 28 -1 1462
M-3:3A -1 1011
M-3: 38 - 1 1060
M-4: 4A =1 1592
M-4:4C =1 1575
M-5: 5A — 1 2253
M-5: 5C — 1 1503
: 6A -1 1582
: 6C - 1 1332
7B — 1 1031
M-7:7C -1 1451
M-1 = COMNTROL: A 1404
M-1 ~ GONTROL: B 15189
M-1 = CONTROL: C 1405

Mitodo:
Vitamina E: AACG Methos 86-06.10 ih Edition 2000 (Including the 2002 supplement) Vilamin A and Viiamine E in Foods by HPLC

OBSERVACIONES
Frah.h.d.g [ rapmdunclén total o parcial de este informe, sin la autorizacidn ascrita de CERPER S.A.

no deben ser como una 1
clu calidad de ila an::dad que lo produce.

Callac, 16 de Enerc dal 2010
ov

INGENIERA QUIMIGA
Reg. CIP N® 40302

OSA ELISA PALOMING LODO

“EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE”

de con normas de producto o como certificado del sistema

Av. José Carlos Mariategui s/n
Ganlm Civico Urb. Buenos Alres
.1 043-311048

CALLAQ
v Santa Bosa 601 - La Peria OF. SAN ISIDRO: CHIMBOTE:
S S Ay lavier Praco Esio PAITA
Fositans Poa oo oz deo?'s'"é‘ﬁaaaro?&snssn Misano Lino Urquieta 741
Postal 271 - Callao (4] Tails. 422 -BB58 / 440-2349 ef lariano Lino Un
E mall: info@carper.com @ Telofax: 422-6336 Telafax: 053-782181

com E-mail: corpersi@terra.co
Gy e ‘ e
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ANEXO 12: Analisis de vitamina E en el musculo de la trucha Arco Iris (i2).

CERPER

CERTIFICACIONES DEL PERU S.A

INFORME DE ENSAYO N° 3-09888/09

Pag. 2/2
Identificacién de las Ensayo / Resultados
mveat ey Vitamina E (ug/100g)
M—2:2D—1 1224
M-3:30-1 1085
M-4:40-1 1244
M-55D=1 1805
M=B:6D-1 1644
M-7:7D—1 1128

Métodos:
Selenia: AOAC — 986.185, ¢9, 18 th Ed. 2005, Arsenic, Cadmium, Lead, Selenium. and Zine in Human and Pat Foods, Muiltielemeant mathod.
Vitamina E; AACC Method 86-06.10 th Edition 2000 ( g the 2002 ) Vitamin A and Vitamin E in foods by HPLC.

OBSERVACIONES
Prohibida la reproduccidn total n parcial de esta informe, sin la autarizackdn escrita de CEHPEﬁ S.A.
o5 y o deben sar utilizados como una de con normas de producto o como cenificado dal sistema
de calidad de la antidad que o pmducs.

Callao, 08 da Enero dal 2010
GA

A ELISA PALOMINOG LOO
NG QUIMICA
Reg. CIP. N® 42302

CHIMBOTE:
- La Perla OF. sm lSIDRD PAITA:

PRt Plaza de Armas ILo:

461 1180 INNERINA NF ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

Av. Jogé Carlos Mariategui sin
Centro Civica Urb. Buanos Airg

Apamdu Postal 271 - Cailao (4)

info@cenper.com
‘Muh hiltp: ilwreiw,carpar.com
CT_ANCEN

a7
Tedb 422-&556! 440-2349
E-mall :u’pem@lemi com.pe

220
Telefax: 073-811438 / 073611554
o 76
E-mail: cerperp@terra.com.pe
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Anexo 13: Analisis de Varianza, prueba de Tukey y Dunnett del selenio en el
musculo de la trucha.

Source DF
Model 8
Error 12

Corrected Total 20

Source DF
trat 6
rep 2

The SAS Svystem - The ANOVA Procedure

Dependent Variable: y

Sum of

Squares Mean Square
0,03893333 0,00486667
0,02539048 0,00211587
0,06432381

R-Square  Coeff Var

F Value Pr>F
2,30 0,0936

Root MSE  y Mean

0,605271  26,75820  0,045999

Anova SS Mean Square
0,03272381 0,00545397
0,00620952 0,00310476

0,171905
F Value Pr>F
2,58 0,0768
1,47 0,2691

Tukev's Studentized Range (HSD) Test for v

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher Type

II.

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean

> > > > > >

0,23000
0,22333
0,16667
0,16667
0,15667
0,15333
0,10667

N trat

t7
t4
t3
to
t5
t2
tl

W W W W W W W

Dunnett's t Tests fory

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error for comparisons of all treatments against

a control.

Alpha
Error Degrees of Freedom
Error Mean Square

Critical Value of Dunnett's t
Minimum Significant Difference

0,05
12

0,002116

2,97685
0,

1118

Comparisons significant at the 0,05 level are indicated by ***.

Comparison
t7 -tl
t4 -tl
t3 -tl
t6 -tl
t5 -tl
2 -tl

trat

Difference
Between
Means
0,12333
0,11667
0,06000
0,06000
0,05000
0,04667

133

Simultaneous 95%
Confidence Limits

0,01153
0,00486
-0,05180
-0,05180
-0,06180
-0,06514

023514 ***
0,22847 **x
0,17180
0,17180
0,16180
0,15847



Anexo 14: Analisis del selenio en el musculo de la trucha Arco Iris (il).

CERPER

CERTIFICACIONES DEL PERU S.A.

INFORME DE ENSAYO N° 3-09888/09

Pdg. 12
Soiicitante : ROBLES APARICIO DE RODRIGUEZ, ZENOBIA ELENA
Domicilic Lagal : Calle Las Dalias N® 234 - Urb. Los Jazmines = san Juan de Lurigancho
Producto Declarado : TRUCHA ARCO IRIS

Cantidad da muastra para ensayo : 25muestras x 300 g. aprox. clu

Forma de Prasentacién : En bolsas de polietileno, cerradas y congeladas.
Identificacidn da la muestra : Seglin se indica

Fecha de Racepcidn : 2009 -12-29

Facha de Inicio del ensayo 1 2008-12-29

Fecha de Término del ensayo : 2010-01-06

Ensayo raalizado en ¢ Laboratorio de Fisico Quimica

Identificado con : H/S 090313273 (18161)

Validez del documento : Este documento tiens validez para la muestra descrita, por un periodo de 03 meses

apartirde la fecha de emisién del Documento

“EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYQ CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

Identificacion de las Ensayo / Rasultados
muestras Selenio (mg/kg)

M- 1: CONTROL 0,13

M-2:2A-1 0,06

M=-2:2B-1 021

M-2:2C=-1 0,19

M-3:3A-1 0,20

M-33B8-1 0,18

M-33C-1 012

M-4:4A-1 0,24

M-4:4B-1 i 0,25

M-4:4C-1 0,18

M-55A-1 0,10

M-5:5B-1 0,20

M-5:5C—1 ot

M-6:8A-1 0,13_

M-6:6B-1 022

M-6BC=1 0,15

M=-7:7TA=1 0,23

M-7:7B-1 0,24

M-7:7C-1 0,22
W&ﬁ - iwe ﬁ:ﬁﬂéﬂ&“& PAITA: . E\Irﬂ mmcsm Mariategui sin
Fax 4204178 897 0f. 52 Plaza de Armas 220 ILO: Ceniro Civico Urb. Buencs Alres
St nogepuicon | T g e i o Mo reconaime
g:‘bllj;pz m:mwwm E-mail; corpersi@iera.com.pa E-mail: cerparpi@terra.com.pe E-mail: cerperi@iterra.com.pa E-mait: corperni@iterra.com pa
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Anexo 15: Analisis del selenio en el misculo de la trucha Arco Iris (i2).

CERPER

CERTIFICACIONES DEL PERU S.A.

INFORME DE ENSAYQO N° 3-00056/10

Pag. 11
Solicitants : ROBLES APARICIQ DE RODRIGUEZ, ZENOBIA ELENA
Domicilic Legal + Calle Las Dalias N° 234 - Urb. Los Jazmines — san Juan de Lurigancho
Produsto Declarado : TRUCHA ARCO IRIS
Cantidad de muestra para ensayo : 02 muestras x 300 g. aprox. c/u
Forma de Presentacién : En bolsas de polietileno, cerradas y congeladas,
Identificacion de la muastra : Segin se indica
Fecha de Recepcidn : 2010-01-08
Fecha de Inicio del ensayo 1 2010-01-08
Facha de Término del ensayo P2010=01-11
Ensayo realizado en ¢ Laboratorio de Fisico Quimica
Identificado con . HIS 080313273 (00185)
Validez del documento + Este documento tiene validez para la muestra descrita, por un pariodo de 03 meses

& partir de la fecha de emision del Documenta

Identificacion de las Ensayo / Resultadas
fimstras Selenio (ma/ka)
M=1: CONTROL 2 0,07
M- 1: CONTROL 3 0,12

Matodo:
Selenio: ADAC - 886.15, ¢9, 18 th Ed. 2005. Arsanic, Cadmium, Lead. Selenium, and Zinc in Human and Pet Foods. Mulielement method.,

OBSERVACIONES
Prohibitta la reproduccidn total o parcial de este informa, sin |a autorizacién escrita de CERPER S.A.
Los resultadas de l0s ensayos no deben ser utilizados como una cenificacidn de conformidad con normas de producto o como cenficado del sistema
da calidad de la entidad que lo produce.

“ELUSO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAY0 CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE”

Callap, 13 de Enero del 2010
bgg

SA ELISA PALOMING LOO
INGENIERA QUIMICA
seo. Ck2 N® alu2

0: _
o %rﬁa Aosa 601 - La Pera OF. SAN ISIDRO: BAITA E:‘Jlj“ogg'fi- o Mriaegu i
Telt.: 315-9000 : Av. Javier Prado Este Canlro Civico Urb. Buenos Ain
Fax: 420-4128 897 0. 52 Plaza de Armas 220 Lo ) . Buenos Aires
Apartaco Postal 271 - Gallao (4) Telfs.: 422-6856 / 440-249 Telefax: 073-611438 / 073-611554 Mariano Lino U:ﬂum 741 Telf.: 043-211048
E-mail; infol@cerper.com Telakix: 422-6336 073611278 Telefax; 053782181 Fax: 043311774
Ve hitp: /iwww.cerper.com E-mail: cerpersi@tarra.com.pa E-mail: cerparp(@Harma.com.pe E-mall: cerperi@terra.com.pe E-mail: carperhi@terra com pa
GL-IN-EN
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Anexo 16: Analisis de Varianza, prueba de Tukey y de Dunnett del contenido de
Malondialdehido.

The SAS System - The ANOVA Procedure
Dependent Variable: y

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 1,53799048 0,19224881 0,64 0,7351
Error 12 3,62939048 0,30244921
Corrected Total 20 5,16738095

R-Square Coeff Var Root MSE  y Mean
0,297634  47,44877  0,549954 1,159048

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
trat 6 1,29478095 0,21579683 0,71 0,6460
rep 2 0,24320952 0,12160476 0,40 0,6776

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for y
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher Type
IL.

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N trat

A 1,4933 3 5
A 1,4367 3 12
A 1,3233 3 t4
A 1,1600 3  tl
A 09633 3 7
A 09333 3 t3
A 0,8033 3 t6

Dunnett's t Tests for v
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error for comparisons of all treatments against
a control.

Alpha 0,05
Error Degrees of Freedom 12
Error Mean Square 0,302449

Critical Value of Dunnett's t 2,97685
Minimum Significant Difference 1,3367

Comparisons significant at the 0,05 level are indicated by ***.

Difference Simultaneous
trat Between 95% Confidence
Comparison Means Limits

t5 -tl 0,3333 -1,0034 11,6700
2 -tl 0,2767 -1,0600 1,6134
t4 -tl 0,1633 -1,1734  1,5000
t7 -tl -0,1967 -1,5334 1,1400
t3 -tl -0,2267 -1,5634 11,1100
t6 -tl -0,3567 -1,6934  0,9800
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