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AG: Acidos grasos
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OMS: Organizacion Mundial de la Salud
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SERNAPESCA: Secretaria Nacional de Pesca y Acuicultura
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1. Resumen en castellano

Introduccién: los acidos grasos poliinsaturados eicosapentaenoico (EPA) vy
docosahexaenoico (DHA) son ampliamente conocidos por sus efectos
beneficiosos para la salud humana. EPA y DHA son aportados al organismo
principalmente por la dieta, estando contenidos sobre todo en pescados marinos.
La ingesta de pescado en Chile y otras regiones occidentales, es reducida debido
a factores socioculturales y/o econdmicos, por tanto es necesario encontrar
fuentes alternativas de EPA y DHA.

Chile es un gran productor de recursos marinos, lo que conlleva la generacion de
gran cantidad de residuos (subproductos) derivados de la industria del procesado
del pescado (partes no comestibles del pescado), que se emplean en la
fabricacion de piensos o son directamente desechados, generando graves
problemas ambientales.

Debido al considerable contenido en EPA y DHA que estos subproductos pueden
llegar a poseer, su potencial valorizacion podria generar ingredientes bioactivos de
alto valor afiadido destinados al consumo humano y/o animal, reduciendo ademas
el impacto ambiental negativo generado por su vertido.

El secado de los subproductos de pescado permite la inertizacion de la biomasa y
un mejor manejo de los mismos, facilitando asimismo la extraccion de su fraccion
lipidica conteniendo EPA y DHA. Sin embargo, el empleo de altas temperaturas
durante el secado puede alterar determinados parametros de la fraccién lipidica,
como el contenido de EPA y DHA (muy sensibles a la degradacion térmica) o el
grado de hidrdlisis.

Objetivo: estudiar el efecto del secado y del uso de varios sistemas de extraccion
sobre determinados parametros de la fraccidon lipidica de visceras de pescado
(salmén de cultivo y congrio colorado y palometa de pesca artesanal).

Métodos: se emplearon solventes de grado alimentario para extraer la fraccion
lipidica de las visceras en fresco y seco de cada especie estudiada, y se
determindé en cada fraccion el perfil de acidos grasos, distribucion de clases

lipidicas y contenido en colesterol.



Resultados: los mayores valores de EPA y DHA se encontraron en viscera de
congrio y viscera de palometa, respectivamente. El método de extraccion de grado
alimentario mas eficaz fue el Soxhlet con n-hexano. El secado redujo
significativamente los valores de EPA y DHA aunque no de forma drastica en
ningun caso. Por otro lado, el grado de hidrdlisis lipidica no aumento
significativamente en viscera seca frente a la fresca. El mayor y menor contenido
en colesterol se encontrd en higado y viscera de salmén, respectivamente.

Conclusiones: El procedimiento de secado empleado en este trabajo permitio la
obtencion de un polvo fino de facil manejo conteniendo EPA y DHA en
proporciones variables en funcién del tipo de subproducto de origen. Es posible
emplear un método de extraccion de grado alimentario (Soxhlet) para obtener la
fraccion lipidica de los subproductos secos de forma eficiente, o que es ventajoso

en términos econdmicos y ambientales.



2. Resumen en inglés

Introduction: Eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) are two of the
most widely known polyunsaturated fatty acids because of their beneficial effects
on human health. EPA and DHA are mainly supplied to the organism through the
diet, being mainly contained in marine fish. Fish intake in Chile and other Western
regions is reduced due to social, cultural and/or economic factors, so it is
necessary to find alternative sources of EPA and DHA.

Chile is a large producer of marine resources, generating large quantities of waste
(by-products) derived from the fish processing industry (non-edible parts of fish)
that are used to produce feed for animals or are directly discarded, thus causing
environmental problems.

Due to the considerable EPA and DHA content that these by-products may
contain, their potential recovery could generate bioactive ingredients with high
added value destined for human and/or animal consumption, also reducing the
negative environmental impact generated by their disposal.

The drying of fish by-products allows the inertization of the biomass and a better
handling. It promotes an easier extraction of the lipid fraction containing EPA and
DHA. However, the use of high temperatures during drying may change certain
parameters of the lipid fraction, such as EPA and DHA content (very sensitive to
thermal degradation) or the degree of hydrolysis.

Objective: to study the effect of drying and the use of several extraction systems
on certain parameters of the lipid fraction in fish viscera (cultivated salmon and red
cusk-eel and yellowtail kingfish from artisanal fishery).

Methods: Food grade solvents were used to extract the lipid fraction from raw and
dried viscera of each species under study, and the fatty acid profile, lipid class
distribution and cholesterol content were determined in each fraction.

Results: The highest EPA and DHA values were found in red cusk-eel and
yellowtail kingfish viscera, respectively. The most effective food grade extraction
method was Soxhlet with n-hexane. Drying significantly reduced EPA and DHA
values but not drastically in any case. Furthermore, the degree of lipid hydrolysis



was not significantly increased in dried viscera versus raw viscera. The highest and
lowest cholesterol content was found in liver and salmon viscera, respectively.

Conclusions: The drying process employed in this work allowed the obtaining of a
dehydrated, easy to handle product containing EPA and DHA in varying
proportions depending on the type of by-product of origin. It is possible to use a
food grade extraction method (Soxhlet) to obtain the lipid fraction of the dried by-

products efficiently, which is advantageous in economic and environmental terms.



3. INTRODUCCION

3.1 Exposicién general del problema y su relevancia como objeto de
investigacion:

Los acidos grasos poliinsaturados de la familia n-3 u omega-3 (AGPI n-3) son
nutrientes basicos de gran relevancia por las propiedades y beneficios que aportan
a la salud humana. Los AGPI n-3 més estudiados son los &cidos
eicosapentaenoico (C20:5n-3, EPA) y docosahexaenoico (C22:6n-3, DHA). El
DHA se encuentra principalmente relacionado con el adecuado desarrollo del
sistema nervioso central y visual en etapas tempranas de la vida, mientras que en
la etapa adulta se vincula con la prevencion y tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas. Por otro lado, el EPA esta implicado en la salud
cardiovascular. EPA y DHA son precursores de eicosanoides y docosanoides
respectivamente, que son moléculas con actividad antiinflamatoria.

El EPA y DHA son aportados al organismo principalmente a través de la dieta, y
se encuentran en fuentes de origen marino como pescados grasos y microalgas.
Sin embargo, el consumo de pescado en Chile y otros paises occidentales es muy
reducido debido a malos habitos alimenticios y a factores culturales y
socioeconémicos, entre otros. De esta forma, la ingesta de pescado es
insuficiente para alcanzar las cantidades diarias recomendadas de EPA y DHA
propuestas por organismos internacionales como la FAO y la OMS. Por otro lado,
la sobreexplotacion del recurso puede hacer del pescado un alimento de baja
disponibilidad a mediano plazo.

En estas circunstancias, se hace necesaria la busqueda de fuentes alternativas de
EPA y DHA. La evidencia experimental revela datos muy interesantes acerca del
contenido de estos acidos grasos en ciertos subproductos de especies marinas.
Sin embargo, estos residuos se destinan actualmente a la produccion de piensos
animales o bien son vertidos al medio ambiente generando contaminacion, debido
a su escaso o nulo valor. La puesta en valor de los mismos contribuiria a la

generacion de ingredientes funcionales de alto valor afiadido conteniendo EPA y



DHA, asi como la minimizacion de los problemas ambientales generados por los
vertidos de los subproductos.

Chile es el principal productor de maricultura en el mundo occidental y el segundo
mayor productor mundial de salmon, después de Noruega. Ademas del salmon,
existen otras especies de menor produccién que son apreciadas en el mercado
nacional e internacional. A pesar de su gran productividad, hasta el momento no
existen datos referentes a la caracterizaciéon de subproductos de especies que se
obtienen y consumen en Chile.

En esta tesis no solo se han obtenido datos concernientes al perfil de acidos
grasos de subproductos de pescado en fresco, sino que también se ha evaluado la
influencia de una técnica de secado de los subproductos sobre este parametro. El
disponer de los subproductos secos facilita el manejo de los mismos, asi como la
extraccion de la fraccion lipidica contenida en ellos. También se comprobé el
efecto de distintos métodos de extraccion con solventes de grado alimentario
sobre el perfil de &cidos grasos (fundamentalmente EPA y DHA) y sobre el
rendimiento de extraccion. Aunque este estudio haya sido de caracter exploratorio,
los resultados son favorables para que prosiga la investigacion en esta linea, y en
un futuro se posibilite una valorizacion de estos recursos como fuentes de EPA y
DHA con aplicaciones tecnoldgicas enfocadas al consumo animal y/o humano, en

el ambito de la salud y la nutricion.

3.2 Marco teorico y formulacion del proyecto

3.2.1 Propiedades saludables de los AGPI n-3

Los beneficios de los AGPI n-3 para la salud humana son ampliamente conocidos,
siendo EPA y DHA los mé&s importantes por su relevancia para la salud. Las
propiedades saludables del EPA estan vinculadas con el sistema cardiovascular,
sobre todo en la disminucion de triglicéridos plasmaticos, proporcionando efectos
antitrombdéticos, antiinflamatorios y reductores de la tension arterial (1). EIl DHA
desempeia un rol esencial en el adecuado desarrollo del sistema nervioso central

y visual del feto (2). El aporte de DHA es ademas relevante en la edad adulta,



debido a que se le ha relacionado con la prevencion de ciertos tipos de cancer (3),
asi como con la prevencion y tratamiento de enfermedades degenerativas como el
Alzheimer leve y moderado (4).

EPA y DHA actuan como precursores de eicosanoides (prostaglandinas serie 3,
leucotrienos serie 5, tromboxanos y resolvinas serie E) y docosanoides (resolvinas
de la serie D, protectinas y maresinas) respectivamente, todos con actividad
antiinflamatoria (5,3) (Ver Figura 1-Anexo 1).

3.2.2 Fuentes de EPA y DHA e ingesta de AGPI n-3 en Chile y el mundo
El EPA y el DHA estan contenidos principalmente en fuentes de origen marino:
pescados azules o grasos (salmén, arenque, jurel, entre otros) y microalgas (5).
Sin embargo, el pescado es un recurso limitado y de consumo poco frecuente en
Chile y otros paises occidentales. En el caso de Islandia, la ingesta de pescado es
de 90 kg/persona/afio, mientras que en Latinoamérica el consumo es menor. Por
ejemplo, en Chile se consumen 5,8 kg/persona/afio, Colombia registra la mas baja
ingesta con tan solo 4,8 kg/persona/afio, mientras que el de mayor consumo es
Venezuela con un 12,5 kg/persona/afio (6).
La figura 2 (Anexo 2) detalla la ingesta diaria de AGPI n-3 en Chile y otras
regiones del mundo, recomendada por la OMS y la FAO, siendo esta de 1,2-1,5
g/dia (7), de los cuales 500 mg/dia deben ser EPA y DHA en adultos (8). Para
mujeres embarazadas y nodrizas se recomienda un consumo de 1,4 g/dia, con un
minimo de 300 mg/dia de EPA y DHA, de los cuales 200 deberian ser
exclusivamente de DHA (9). En el caso de lactantes y escolares, la
recomendacion es de 150 mg/dia de DHA (8).
En la actualidad, la adopcion de dietas occidentales ha conducido a que la
proporcién de AGPI n-6/AGPI n-3 consumidos sea del orden de 20:1 (3), mientras
que las recomendaciones internacionales indican que deberia ser de 5:1 (10). Por
consiguiente, es dificil alcanzar los niveles de AGPI n-3 (EPA + DHA) a través de

la ingesta diaria.



3.2.3 Busqueda de fuentes no convencionales de EPA y DHA:
valorizacion de subproductos de pescado
Para incrementar el aporte de EPA y DHA en la dieta, una alternativa al escaso
consumo de pescado seria consumir alimentos ricos en acido alfa linolénico
(C18:3 n-3, ALA), que es un acido graso esencial y precursor metabadlico de EPA 'y
DHA (11) (Ver Figura 1-Anexo 1). El ALA se encuentra disponible en fuentes
vegetales (aceites de semilla de soya, canola, linaza y chia, entre otros) siendo
una fuente renovable (5). No obstante, la conversidon metabdlica de ALA hasta
EPA y DHA es reducida debido a la escasa actividad de la enzima A6-desaturasa
en humanos; esta enzima es esencial ya que participa en los procesos de
desaturacion en el metabolismo de AGPI n-6 y AGPI n-3 (1) (Ver Figura 1-Anexo
1). La actividad de la A6-desaturasa es aun menor en circunstancias tales como
obesidad, edad avanzada y consumo elevado de alcohol y tabaco (12). Por este
motivo, una estrategia valida puede ser la blisqueda de fuentes alternativas que
proporcionen EPA y DHA de forma directa a través de la dieta.
Los subproductos que resultan del procesamiento del pescado (visceras, cabeza,
espinas, cola, etc.), se usan principalmente para la elaboraciéon de piensos para
animales (13). Los subproductos (partes no comestibles) representan hasta el 45
% del peso total de un pescado, lo que significa que de la produccion pesquera
total mundial (141,4 millones de toneladas métricas), se generan alrededor de 63,6
millones de toneladas métricas de residuos (14), que a su vez contienen
cantidades considerables de lipidos. Por ejemplo, se ha estimado que en
promedio la producciéon de 10000 kg de filete de bacalao podria generar
subproductos conteniendo méas de 1000 kg de lipidos marinos, con un contenido
en AGPI n-3 de alrededor del 30 % (15). Entre los subproductos de pescado, las
visceras constituyen aproximadamente el 20 % del peso total del animal (16).
Estudios previos sefalan el importante contenido de AGPI n-3 existentes en
subproductos de ciertas especies de peces de captura salvaje y de cultivo, como

se puede observar en la tabla 3 (Anexo 5) y 4 (Anexo 6).



Mediante la valorizacion de estos subproductos se podrian obtener fracciones de
lipidos con alto valor afiadido y alto contenido en EPA y DHA, para el desarrollo de
ingredientes funcionales con aplicacion en alimentos saludables, insumos de
farmacia y cosméticos, entre otros, destinados a consumo humano o animal.
Simultaneamente, se podria minimizar el problema ambiental que supone el

vertido de los subproductos al medio (17).

3.2.4 Lipidos en especies marinas
Segun su estructura molecular, los lipidos pueden clasificarse en lipidos neutros
como los esteroles y los acilgliceroles, y lipidos polares como los fosfolipidos (18).
Los AGPI en aceites marinos usualmente se encuentran esterificados en forma de
triglicéridos, aunque también pueden aparecer como ésteres de cera o fosfolipidos
(10, 19).
Al menos el 50 % de los acidos grasos en fosfolipidos son AGPI, principalmente
EPA y DHA (20), y son considerados de mayor biodisponibilidad en comparacion a
los triglicéridos (6, 21). Segun la especie y el tejido de que se trate, la proporcion
entre triglicéridos y fosfolipidos en la fraccion lipidica varia (Ver Tabla 5-Anexo 7).
En los pescados marinos, los lipidos se depositan debajo de la piel, masculo,
cabeza y en la viscera, principalmente en el higado (22). El contenido en lipidos y
perfil de acidos grasos varia debido a factores externos como temperatura
ambiental, salinidad, disponibilidad alimentaria, periodo del afio (estacionalidad),
localizacion de la captura, y también inciden factores internos, entre los que
constan la edad, madurez sexual y tipo de especie (23, 22, 24).
En acuicultura, el perfil de acidos grasos (principalmente EPA y DHA) puede ser
modificado a través de la alimentacion que se les suministra a los peces.
Frecuentemente se observa una reduccién de la proporcion de estos acidos
grasos en peces de cultivo, debido a la sustitucion del aceite de pescado
empleado tradicionalmente como ingrediente de los piensos, por aceites vegetales
ricos en AGPI n-6 como el acido linoleico (C18:2 n-6, AL) y AGPI n-3 como el ALA,

ya que resulta mas economico durante la produccion (25,26).



Dependiendo del contenido de lipidos, los pescados se clasifican en magros (<2,5
% grasa del peso total, por ejemplo: bacalao, lenguado), medianamente grasos
(2,5-6 % grasa del peso total por ejemplo: merluza) y grasos (>6 % grasa del peso
total por ejemplo: salmon, arenque, macarela) (2). En general, el contenido de
grasa en pescados varia de 2 a 30 % (24). Los AGPI n-3 se pueden encontrar en
un rango de 0,2 % del peso en pescados magros y alrededor de 3 % del peso en
pescados grasos (2). Otros acidos grasos que abundan en subproductos de
pescado son los acidos palmitico y oleico principalmente (13).

Por otro lado, los subproductos de pescado contienen colesterol debido a que se
trata de tejido animal. Este es un factor de estudio importante desde un punto de
vista nutricional debido a que este producto podria estar destinado al desarrollo de
ingredientes funcionales para consumo humano, entre ellos individuos con
dislipidemias. Por este motivo el contenido en colesterol se plante6 como objetivo

complementario en este trabajo.

3.2.5 Métodos de extraccion de la fraccion lipidica

Uno de los procedimientos mas empleados para la extraccion de la fraccion
lipidica a partir de biomasa consiste en emplear disolventes organicos (27). El
principio se basa en que los lipidos son solubles en solventes organicos pero
insolubles en agua. La eficiencia de la extraccidon por solvente depende de la
polaridad de los lipidos presentes en el tejido, comparado con la polaridad del
solvente; los lipidos polares son mas solubles en solventes polares (alcoholes)
gue en solventes no polares (hexano) y viceversa (27).

Los métodos clasicos de extraccion con solventes se basan en los trabajos de
Folch y colaboradores (1957) y Bligh and Dyer (1959). Estos se han empleado
extensivamente en la extraccién de lipidos empleando una combinacién de un
solvente polar (metanol) y otro menos polar (cloroformo). El método de Folch se
consider6é como el método de referencia en este trabajo, para la extraccion de
lipidos en organismos marinos. Sin embargo, el uso de cloroformo ha generado

preocupaciones en el ambito de la salud (posible agente carcinogénico) y
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medioambiental (18), por lo que no es apto a la hora de producir lipidos destinados
al consumo humano.

El éter de petroleo y el n-hexano se han utilizado ampliamente como solventes
para extraccion de lipidos. ElI n-hexano posee una baja temperatura de
vaporizacion (punto de ebullicion: 68, 7 °C), alta estabilidad, baja corrosividad y
toxicidad, es econdmico y se caracteriza por ser de grado alimentario (18). Para la
extraccion de lipidos, el n-hexano puede ser usado por si solo a temperatura
ambiente o con aplicacion de altas temperaturas (Soxhlet) y también mediante el
incremento de la polaridad del sistema extractante (hexano:isopropanol). La
extraccion por Soxhlet utiliza comunmente hexano, se caracteriza por ser un
método simple y es reconocido por su alta eficiencia de extraccién (27). Los
procedimientos experimentales en este trabajo de tesis se basaron en el empleo
de solventes, reactivos y procesos biocompatibles, para facilitar el potencial uso
de los ingredientes activos con EPA y DHA con fines nutricionales. EI método de
Folch se empleé Unicamente con fines comparativos, al ser considerado un
procedimiento de referencia internacional en términos analiticos para la extraccion

cualitativa y cuantitativa de lipidos a partir de biomasa.

3.2.6 Especies en estudio en esta tesis

Las especies en estudio se seleccionaron en base a sus perfiles de EPA y DHA de
manera que se trabajara con muestras conteniendo diferentes rangos de estos
dos acidos grasos, que fueron definidos en el laboratorio antes de iniciar el trabajo
experimental de esta tesis considerando parametros establecidos en el laboratorio:
contenido alto (>10 % EPA y >20 % DHA), medio (5-10 % EPA y 5-20 % DHA) y
bajo (<5 % EPA y <5 % DHA) (Ver Tabla 1-Anexo 3). Para ello se emplearon
como referencias ensayos previos realizados en el laboratorio con subproductos
de una variedad de especies, seleccionandose el salmon (Salmo salar) de
acuicultura y la palometa (Seriola lalandi) y el congrio colorado (Genypterus
chilensis) de pesca artesanal puesto que cumplian con este requisito.
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Adicionalmente a este criterio de seleccion también se tuvo en cuenta que las
especies seleccionadas fueran relevantes en funcion a su origen
(acuicultura/salvaje) y a su disponibilidad en el mercado chileno.

Con respecto a la alimentacion del salmén, las dietas administradas en acuicultura
han tratado de reducir la dependencia de las materias primas de origen marino
(harina y aceite de pescado), debido al descenso de las capturas a nivel mundial y
para desarrollar una salmonicultura mas sostenible (28). La harina de pescado se
ha ido reemplazando principalmente por gluten de maiz y trigo y por harina de
soja, disminuyendo el porcentaje de harina de pescado en las dietas (29) (Ver
Tabla 2-Anexo 4). Por otro lado, el congrio colorado se alimenta de camarones,
jaibas pequenias y otros peces (sardinas y anchovetas) mientras que la palometa
consume pequefos peces y crustaceos (30). Cabe destacar que los perfiles de
acidos grasos, entre ellos EPA y DHA en los peces se ven influenciados por su
alimentacion; la incidencia es mayor en las especies de pesca y menor en las de
cultivo.

Chile se encuentra en la décimo tercera posicion de los 25 principales productores
de captura marina en el mundo (31), ademas es el segundo mayor productor
mundial de salmon, después de Noruega (32).

El salmén es el cuarto recurso contribuyente de la economia chilena (32). Las
especies de salmoénidos (salmén y trucha) representan el 84 % de la produccion
acuicola del pais, y practicamente el 100 % de la produccion de peces originados
en la acuicultura (34). La produccion chilena de esta especie fue de 644500 t en
2014 (33).

Es importante recalcar que las costas de Chile poseen ecosistemas de gran
productividad, que le otorgan ventajas como productor de recursos pesqueros y de
acuicultura (34). Es asi que existen especies como el congrio colorado, de
frecuente presencia en el mercado chileno, cuya captura se efectla desde la XV
hasta la Xl region (35), y habita preferentemente en los fondos rocosos, donde no
forma cardimenes sino que vive aislado. Aparte del congrio colorado, existen
varias especies similares con importancia econémica, como el congrio negro (G.

maculatus) y congrio dorado (G. blacodes) (36).
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Por otro lado, la palometa se constituye como una especie marina de importancia
acuicola en Chile y en otras naciones, como Australia, Nueva Zelanda y Japén
(37). Es un pescado que se extrae en la I, Il y IV region, principalmente durante la
temporada de verano y es capturado de forma artesanal (38). Esta especie es
divisada entre los 3 y 825 metros de profundidad en pequefios cardimenes 0 en
solitario desplazamiento. La produccion de congrio colorado y palometa en Chile
es menor que la del salmén, con 636 y 372 t respectivamente (33).

El congrio colorado es altamente demandado por la calidad de su carne ya que se
destaca por sus caracteristicas organolépticas en cuanto a la textura y sabor,
presentando una carne suave, blanda y exquisita; ademas la presencia de espinas
es casi nula, por lo que resulta ideal para el consumo en nifios y adultos mayores
(39). Mientras que la palometa es popular debido a su carne firme y blanca
(ligeramente aceitosa), es ampliamente utilizada para la preparacion de sashimi y
por esta razon, esta especie tiene una fuerte demanda en el mercado asiatico
(37).

3.2.7 Justificacion del proyecto

Este trabajo tuvo como propésito principal evaluar la influencia potencial de la
temperatura, durante el secado de subproductos de pescado sobre el perfil de
acidos grasos (especialmente EPA y DHA) de los mismos, ya que se conoce que
los acidos grasos altamente insaturados son sensibles a la degradacion térmica
(40).

El secado de los subproductos es ideal, ya que se ha sefialado recientemente las
ventajas de obtener polvos a partir de subproductos secos de pescado con fines
nutricionales. Estos pueden ser manipulados, transportados y almacenados de
una manera mas factible que los subproductos frescos o los aceites crudos (41).
En el citado estudio se evaluaron factores como macronutrientes, micronutrientes,
analisis microbiolégico, metales pesados, sin embargo, en la presente tesis el
analisis se enfocé en el rendimiento lipidico, perfil de acidos grasos, perfil lipidico y

contenido en colesterol, parametros cuya informacion es escasa.
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Fueron seleccionados subproductos de pescados procedentes de acuicultura y
pesca artesanal con diferentes proporciones de EPA y DHA, pero puesto que el
interés se centr6 en comparar los perfiles antes y después del secado, no se
consider6 la variabilidad de los valores de EPA y DHA debido a factores tales
como la estacionalidad.

No existen datos sobre la caracterizacién de lipidos en subproductos de pescados
obtenidos y consumidos en Chile (y menos aldn en seco), por lo que este trabajo
aporta informacion valiosa en ambas formas (fresco y seco), comparando los
contenidos de EPA y DHA. Estos resultados dan apertura a investigaciones

adicionales en estas especies y se espera trascienda a otras mas.
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4. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
Hipotesis
El perfil de acidos grasos (especialmente EPA y DHA) contenidos en la fraccion

lipidica de los subproductos de pescado, no se afecta significativamente por la

aplicaciéon de temperatura para el secado.

Objetivo General

Estudiar el efecto del secado y del uso de distintos sistemas de extraccion sobre

determinados parametros de la fraccion lipidica de subproductos de pescado.

Objetivos Especificos

1. Determinar el rendimiento de extraccion de la fraccion lipidica contenida en
los subproductos frescos y secos, empleando distintos métodos de

extraccion con solventes.

2. Estudiar la composicion de acidos grasos (con especial atencion en EPA y
DHA) de los subproductos en fresco y en seco, y de las fracciones lipidicas
extraidas de los mismos por los distintos métodos de extraccién, asi como

el perfil lipidico de las fracciones extraidas.

3. Determinar el contenido en colesterol de la fraccion lipidica en los

subproductos secos (objetivo complementario).
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5. METODOLOGIA

5.1 Muestras

Los subproductos de salmén (visceras completas correspondientes a 10
ejemplares) fueron enviados al laboratorio de lipidos del INTA por una empresa
acuicola ubicada en Puerto Montt (X region). Una vez en el laboratorio, los
higados fueron separados del resto de las visceras para ser procesados por
separado. Las visceras de congrio (10 ejemplares) y palometa (8 ejemplares)
procedentes de pesca artesanal se recolectaron en Coquimbo (IV regién). Una vez
en el laboratorio, las muestras fueron congeladas a -20 °C hasta su

procesamiento.

5.2 Secado y determinacion del contenido de agua

En primer lugar los subproductos de cada especie fueron descongelados y
homogeneizados con un molino de aspas. Se colectaron alicuotas representativas
(10 g) y se colocaron en placas de Petri finas capas de los subproductos de cada
especie de forma individual, después de ser homogeneizados. Para la
determinacion del contenido de agua, las placas de Petri se introdujeron en una
estufa de laboratorio a 105 °C hasta que el peso de los subproductos fue
constante. Para el secado, se empled el mismo procedimiento durante 3 horas.
Terminado este tiempo, los subproductos secos se rasparon con una espatula, y
para obtener el granulado fino se emple6é un molino de aspas. Posteriormente se
almacenaron en botellas Schott Duran a -20 °C en atmoésfera inerte de nitrégeno
hasta su posterior procesamiento.

5.3 Extraccion de la fraccion lipidica en subproductos frescos y secos
Se colectaron alicuotas representativas para la extraccion de la fraccion lipidica a
partir del homogeneizado de los subproductos frescos y secos. Dicha extraccion

se realiz6 aplicando los siguientes métodos con solventes:
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a)

b)

d)

Método de Folch. Se emplearon 10 g de subproducto a los cuales se les
afadio 200 mL de una mezcla cloroformo:metanol 2:1 (v/v), segun el
método descrito por Folch (42). Tras 30 minutos con agitacion magnética a
temperatura ambiente, se filtré por gravedad y al filtrado se le afiadieron 40
mL de una solucion acuosa salina (NaCl 0,9 %). Tras agitar vigorosamente,
la mezcla resultante se dej6 separar en dos fases en un embudo de
decantacion y se recogi6 la fase inferior que contenia los lipidos extraidos.
El solvente se evapord en un rotavapor a presion reducida y los lipidos se
recogieron y conservaron a -20 °C en atmaosfera inerte de nitrogeno, hasta
Su posterior procesamiento.

Extraccion con n-hexano. A 10 g de subproducto se afiadieron 100 mL de
n-hexano en un matraz de vidrio con tapon de rosca y la mezcla se sometio
a agitacion magnética a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente se filtrd por gravedad y el filtrado se llevo a evaporacion en
un rotavapor para retirar el solvente. Los lipidos resultantes fueron
colectados y conservados a -20 °C en atmosfera inerte, hasta su posterior
procesamiento (43).

Extraccion con n-hexano:isopropanol. A 10 g de subproducto se
afiadieron 100 mL de una mezcla n-hexano:isopropanol 3:2 (v/iv) y la
mezcla se sometié a agitacibn magnética a temperatura ambiente durante
30 minutos (44). Posteriormente se filtré por gravedad y el filtrado se llevé a
evaporacion en un rotavapor. Los lipidos resultantes fueron colectados y
conservados a -20 °C en atmosfera inerte, hasta su posterior
procesamiento.

Extraccion Soxhlet con n-hexano. Se emplearon 10 g de subproducto
para la extraccion con n-hexano (150 mL), durante 4 horas, por el método
de Soxhlet (45), a temperatura superior a la de ebullicién del n-hexano (69
°C). Tras la extraccion el solvente se evaporé en un rotavapor a presion
reducida y los lipidos se recogieron y conservaron a -20 °C en atmodsfera

inerte de nitrégeno, hasta su posterior procesamiento.
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5.4 Andlisis del perfil de acidos grasos

Se obtuvieron los perfiles de acidos grasos, tanto de los subproductos frescos y
secos como de las fracciones lipidicas extraidas de los mismos por los distintos
procedimientos antes mencionados. Para ello se derivatizaron 500 mg de
subproducto o 50 mg de aceite crudo, afladiendo en cada caso 2 mL de mezcla
metilante (metanol:cloruro de acetilo en proporcion 20:1 v/v) y 1 mL de n-hexano,
calentando el conjunto a 100 °C por 30 minutos en un tubo termoresistente con
cierre de rosca. Tras la derivatizacion, se dejaron enfriar los tubos y se afadi6 1
mL de agua destilada en cada uno, centrifugando posteriormente a 3.000 rpm
durante 5 minutos. Una vez centrifugado, se extrajo la fase superior hexanica
conteniendo los esteres metilicos de los &cidos grasos para su analisis por
cromatografia gaseosa con detector de ionizacion de llama (GC-FID Agilent
6890n). Los acidos grasos mas representativos fueron identificados de acuerdo a
su tiempo de retencion caracteristico comparandolos con un mix de estandares
(PUFA mix no.3, SIGMA ALDRICH).

5.5 Distribucién de especies lipidicas en las fracciones extraidas

Se procedid a realizar cromatografia en capa fina (CCF) con las fracciones
lipidicas extraidas de los subproductos frescos y secos por el método de Folch,
para lo cual se emplearon placas de silice preparativas (20x20 cm) y una fase
movil compuesta de n-hexano:éter dietilico:acido acético 70:30:1 (v/v/v). Tras el
desarrollo de la placa, ésta se reveld con vapor de yodo en corriente de nitrégeno
y cada una de las bandas resultantes fue raspada para proceder a su metilacion
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. El acido tricosanoico (23:0) se

empled como estandar interno con fines cuantitativos.

5.6 Andlisis de colesterol
Se recolect6 una alicuota representativa (0,7 g) de la fraccion lipidica obtenida de
los subproductos secos por el método de Soxhlet, para llevar a cabo una

saponificacion con una solucion acuosa de hidroxido potasico 1M en etanol al 96
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%, durante 1 hora. Posteriormente se afiadieron 7 mL de agua destilada mas 7
mL de n-hexano para extraer la fraccion insaponificable. La extraccién se completé
con dos porciones adicionales de 7 mL de n-hexano. El solvente se evapor6 en
rotavapor a presion reducida y la fraccion insaponificable se recogio y almaceno a
-20 °C hasta su analisis. La concentracion de colesterol en el extracto
insaponificable se determiné mediante cromatografia liquida de alta resolucién con
detector ultravioleta (HPLC-UV), empleando una curva de calibrado construida con

un estandar analitico de colesterol (SIGMA ALDRICH) con fines cuantitativos.

5.7 Andlisis estadistico

Las determinaciones de agua y lipidos se determinaron por triplicado (promedio *
desviacion estandar) y el resto por duplicado (promedio = desviacion estandar). La
normalidad se comprob6 mediante Test de Shapiro-Wilk. El tratamiento estadistico
aplicado a las determinaciones del contenido lipidico y contenido de agua en
fresco y contenido en colesterol, fue un ANOVA a una via y para el perfil de acidos
grasos un ANOVA a dos vias, con un andlisis post hoc de Tukey, para identificar
las diferencias significativas con una probabilidad de p<0,05. El analisis estadistico
se ejecutd mediante SPSS versién 21.0. Para el resto de valores se empled
prueba T de Student en Microsoft Excel para identificar las diferencias

significativas con una probabilidad de p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Contenido de agua y lipidos en subproductos frescos

El contenido en agua de los subproductos ensayados fue de 80,4 g/100g biomasa
fresca en viscera de congrio, 70,7 g/100g en viscera de palometa, 68,7 g/100g en
higado de salmén y 51,7 g/100g en viscera de salmoén. Los resultados y la
significancia se muestran en la Tabla 6 (Anexo 8) y Figura 3 (Anexo 9).

El contenido lipidico obtenido mediante el método de Folch (procedimiento de
referencia) en subproductos frescos fue de 44,3 g lipidos/100 g subproducto en
viscera de salmoén, 7,2 g/100g en higado de salmén, 5,6 g/100g en viscera de
congrio y 5,6 g/100g en viscera de palometa. Los resultados y la significancia se

muestran en la Tabla 6 (Anexo 8) y Figura 3 (Anexo 9).

6.2 Eficiencia de la extraccion lipidica en base al estado de los subproductos
(fresco/seco) y del método de extraccion

Con base en el objetivo n°1 planteado en la presente tesis, en la Figura 1 se

presenta el contenido lipidico de cada subproducto en fresco y seco en funcion al

método de hexano:isopropanol (Figura 1 a) y al método de hexano (Figura 1 b),

donde se pudieron observar diferencias significativas entre fresco y seco en todos

los casos. La figura correspondiente al método de referencia (Folch) se puede

observar en la Figura 4 (Anexo 10).
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Figura 1: Comparacion del rendimiento de extraccién de la fraccion lipidica en
subproductos frescos y secos obtenidos con distintos métodos de extraccion.

a) Método de Hexano:isopropanol
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*Los valores corresponden a media + DE. Dentro de cada subproducto de pescado, los valores que
comparten la misma letra no indican diferencias significativas prueba t de Student.

b) Método de hexano
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*Los valores corresponden a media + DE. Dentro de cada subproducto de pescado, los valores que
comparten la misma letra no indican diferencias significativas prueba t de Student.
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Con respecto al objetivo N°1, en la Figura 2 se presentan los rendimientos
lipidicos obtenidos de cada subproducto por los distintos métodos de extraccion en
estado fresco y seco.

El rendimiento lipidico de subproductos frescos (ver Figura 2a) no fue
significativamente distinto con el método de extraccion Folch y hexano:isopropanol
para viscera de palometa, congrio e higado de salmoén, mientras la extraccion con
hexano si fue significativamente menor a los anteriores, y por tanto, la menos
eficiente. En el caso de la viscera de salmon, la extraccion con Folch fue la mas
eficiente, presentando diferencias significativas con la extraccion con hexano
(eficiencia intermedia) y con hexano:isopropanol (menor eficiencia).

Por otro lado, en subproductos secos (Ver Figura 2b) los rendimientos lipidicos
obtenidos con extraccion hexano:isopropanol y Soxhlet no difirieron
significativamente para viscera de palometa e higado de salmén, mientras que la
extraccion con Folch y hexano fueron diferentes significativamente a las anteriores
y entre ambos. Con respecto a la viscera de congrio, la extraccion con
hexano:isopropanol y hexano no difirid significativamente, asi mismo entre la
extraccion con Folch y Soxhlet. Finalmente en viscera de salmon la extraccion con
Folch, hexano:isopropanol y Soxhlet no difirieron significativamente, mientras que
la extraccidn con hexano presentd diferencias significativas con los métodos

anteriores y resulto ser el menos eficiente.
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Figura 2: Comparacion del rendimiento de extraccién de la fraccion lipidica por
métodos de extraccion en los distintos subproductos frescos y secos.
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*Los valores corresponden a media + DE. Dentro de cada subproducto de pescado, los valores que
comparten la misma letra no indican diferencias significativas prueba t de Student.
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comparten la misma letra no indican diferencias significativas prueba t de Student.
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6.3 Caracterizacion del perfil de acidos grasos

Este apartado corresponde al objetivo N°2 de la presente tesis.

6.3.1 Viscera de palometa

Con respecto al EPA no se observaron diferencias significativas entre los
porcentajes en viscera directa en fresco (6,93 % sobre el total de acidos grasos) y
en seco (5,77 %) (Ver Tabla 7-Anexo 11 y Figura 3), ni tampoco en los lipidos
extraidos con los distintos métodos de extraccion y viscera directa en fresco y en
seco (Ver Tabla 7-Anexo 11) (Ver Figura 4a 'y 4b).

En cuanto al DHA, los porcentajes en viscera directa en fresco (24,93 %) y en
seco (22,96 %) no mostraron diferencias significativas entre si (Ver Tabla 7-Anexo
11 y Figura 3). Por otro lado, los valores de DHA en lipidos extraidos en fresco con
hexano y hexano:isopropanol no presentaron diferencias significativas con el valor
de DHA en la viscera directa. El valor de DHA obtenido en los lipidos extraidos en
fresco con el método de Folch si difirid significativamente con el obtenido en la
viscera fresca. Con respecto al valor de DHA en viscera directa en seco se
observaron diferencias significativas con los porcentajes en lipidos extraidos en
seco, obtenidos con los diversos métodos de extraccion, excepto en el porcentaje
de DHA observado con el método de Soxhlet donde no se hallaron diferencias
significativas (Ver Tabla 7-Anexo 11) (Ver Figura 5a y 5b).

En cuanto a otros acidos grasos abundantes en viscera de palometa, los
porcentajes de &cido oleico (AO, 18:1n-9) observados en viscera directa en fresco
(18,35 %) y en seco (18,21 %) no tuvieron diferencias significativas. Por otra parte,
los valores de AO en viscera directa en fresco y lipidos extraidos con los distintos
meétodos de extraccidn no presentaron diferencias significativas. Mientras tanto,
los valores encontrados en viscera directa en seco no se diferencian
significativamente con los lipidos extraidos con el método de Folch y Soxhlet. Esto
no ocurre asi en el caso de los valores de AO encontrados en los lipidos extraidos
con el método de hexano:isopropanol y hexano (Ver Tabla 7-Anexo 11). Respecto
al acido palmitico (AP, 16:0), los porcentajes en viscera directa en fresco (18,31

%) y en seco (19,81 %) no mostraron diferencias significativas. Los valores en
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lipidos extraidos con hexano en fresco son significativamente distintos con viscera
directa, mientras que con los valores de AP en los lipidos extraidos con el método
de Folch y hexano:isopropanol en fresco no se observaron diferencias
significativas. Por otro lado, los porcentajes en viscera directa en seco y en lipidos
extraidos con el método de Folch, hexano y hexano:isopropanol presentaron
diferencias significativas entre si, no asi con el valor de AP en los lipidos extraidos
por Soxhlet (Ver Tabla 7-Anexo 11).

6.3.2 Viscera de congrio

El porcentaje de EPA present6 diferencias significativas entre viscera directa en
fresco (13,31 %) y en seco (11,09 %) (Ver Tabla 8-Anexo 12 y Figura 3). Por otro
lado, los valores en los lipidos extraidos con el método de Folch vy
hexano:isopropanol presentaron diferencias significativas con el porcentaje en
viscera directa en fresco, excepto con el valor de EPA en los lipidos extraidos con
hexano, donde no se observaron diferencias significativas. Mientras que los
valores en viscera directa en seco y lipidos extraidos con los distintos métodos no
mostraron diferencias significativas entre si (Ver Tabla 8-Anexo 12) (Ver Figura 4a
y 4b).

Con respecto a los valores en DHA se presentaron diferencias significativas entre
viscera directa en fresco (15,32 %) y en seco (12,97 %) (Ver Tabla 8-Anexo 12 y
Figura 3). Los porcentajes en lipidos extraidos con el método de Folch, hexano y
hexano:isopropanol en fresco presentaron diferencias significativas con viscera
directa. Con respecto a los valores en viscera directa y lipidos extraidos en seco,
no se vieron diferencias significativas entre si (Ver Tabla 8-Anexo 12) (Ver Figura
5ay 5b).

Con respecto a otros acidos grasos abundantes en viscera de congrio, los
porcentajes de AO observados en viscera directa en fresco (16,47 %) y en seco
(17,46 %) presentaron diferencias significativas. Por otro lado, los porcentajes en
los lipidos extraidos en fresco y en seco no difieren significativamente con viscera

directa fresca y seca respectivamente (Ver Tabla 8-Anexo 12).
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Por otra parte, los valores de AP en viscera directa en fresco (17,05 %) y en seco
(19,23 %) tuvieron diferencias significativas entre si. Los porcentajes obtenidos en
lipidos extraidos con el método de Folch y hexano:isopropanol en fresco
presentaron diferencias significativas con el valor de AP en viscera directa,
excepto con hexano en fresco, donde no hubo diferencias significativas (Ver
Tabla 8-Anexo 12).

6.3.3 Viscera de salmédn
Los valores de EPA en viscera directa en fresco (3,49 %) y seco (2,81 %)
presentaron diferencias significativas entre si (Ver Tabla 9-Anexo 13 y Figura 3).
Por otro lado, los porcentajes de EPA en lipidos extraidos con el método de Folch,
hexano y hexano:isopropanol en fresco son significativamente distintos con
viscera directa. Por otro lado, los porcentajes en los lipidos extraidos y viscera
directa en seco no mostraron diferencias significativas entre ellos (Ver Tabla 9-
Anexo 13) (Ver Figura 4a y 4b).
Con respecto al DHA, los valores en viscera directa en fresco (4,41 %) y seco
(3,91 %) fueron significativamente distintos (Ver Tabla 9-Anexo 13y Figura 3). Por
otro lado, los porcentajes en los lipidos extraidos con el método de Folch, hexano
y hexano:isopropanol presentaron diferencias significativas con el valor de DHA en
viscera directa en fresco, mientras que los porcentajes en lipidos extraidos y
viscera directa en seco no se observaron diferencias significativas entre si (Ver
Tabla 9-Anexo 13) (Ver Figura 5a y 5b).
En cuanto a otros &cidos grasos abundantes en viscera de salmoén, los
porcentajes de acido linoleico (AL) (18:2n-6) en viscera directa en fresco (19,11
%) y seco (17,47 %) presentaron diferencias significativas. Con respecto a los
valores en lipidos extraidos con los distintos métodos en fresco y en seco, se
observaron diferencias significativas con viscera directa en fresco y seco
respectivamente (Ver Tabla 9-Anexo 13).
Por otro lado los valores de AP en viscera directa en fresco (10,52 %) y seco

(11,21 %) difirieron significativamente. En el caso de los porcentajes de AP en
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lipidos extraidos en fresco y seco, se observaron diferencias significativas con

viscera directa en fresco y seco respectivamente (Ver Tabla 9-Anexo 13).

6.3.4 Higado de salmén
Los porcentajes de EPA en higado directo en fresco (7,70 %) y seco (6,23 %)
presentaron diferencias significativas entre si (Ver Tabla 10-Anexo 14 y Figura 3).
Por otro lado, los valores en los lipidos extraidos en fresco y en seco no se
diferenciaron significativamente con los porcentajes en higado directo en fresco y
seco respectivamente (Ver Tabla 10-Anexo 14) (Ver Figura 4a 'y 4b).
Por otro lado los valores de DHA en higado directo en fresco (14,91 %) y seco
(13,98 %) no mostraron diferencias significativas entre si (Ver Tabla 10-Anexo 14
y Figura 3). Con respecto a los valores de DHA en lipidos extraidos con hexano e
higado directo en fresco mostraron diferencias significativas entre si, no asi con
los otros valores observados en los lipidos extraidos con distintos métodos de
extraccién. Mientras que, los valores en higado directo y lipidos extraidos en seco
no se diferenciaron significativamente (Ver Tabla 10-Anexo 14) (Ver Figura 5a 'y
5b).
Con respecto a otros acidos grasos abundantes en higado de salmén, los
porcentajes de AL en higado directo en fresco (12,06 %) y seco (10,35 %) fueron
significativamente distintos. Los valores en lipidos extraidos con el método de
Folch, hexano y hexano:isopropanol mostraron diferencias significativas con el
porcentaje en higado directo en fresco. En el caso del valor de AL en higado
directo en seco, se observaron diferencias significativas con los porcentajes en
lipidos extraidos con hexano, hexano:isopropanol y Soxhlet en seco, no asi con el
valor de AL en lipidos extraidos con el método de Folch (Ver Tabla 10-Anexo 14).
Con respecto al AP, los valores en higado directo en fresco (12,49 %) y seco
(13,30 %) fueron significativamente distintos. El porcentaje de AP en lipidos
extraidos con hexano presentd diferencias significativas con higado directo en
fresco, mientras que para los otros porcentajes de AP en lipidos extraidos con los
distintos métodos de extraccion en fresco no se observaron diferencias

significativas. Por otro lado, los valores en lipidos extraidos con el método de
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Folch, hexano y Soxhlet en seco presentaron diferencias significativas con higado
directo en seco, no asi con el valor en lipidos extraidos con hexano:isopropanol
(Ver Tabla 10-Anexo 14).

Figura 3: Contenido en EPA y DHA en subproductos de palometa, congrio y
salmon, tanto en fresco como en seco.
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*Los valores corresponden a media + DE (por duplicado). ANOVA, dentro de cada subproducto de
pescado, los valores que comparten la misma letra o la misma cantidad de * no indican diferencias
significativas (prueba de Tukey, p <0,05).

*Letras: corresponden a EPA *; corresponden a DHA
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Figura 4: Contenido de EPA en subproductos de palometa, congrio y salmén y su
fraccion lipidica en funcién al método de extraccion empleado, tanto en fresco
CcOmo en seco.
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*Los valores corresponden a media + DE (por duplicado). ANOVA, dentro de cada subproducto de
pescado, los valores que comparten la misma letra no indican diferencias significativas (prueba de

Tukey, p <0,05).
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*Los valores corresponden a media + DE (por duplicado). ANOVA, dentro de cada subproducto de
pescado, los valores que comparten la misma letra no indican diferencias significativas (prueba de

Tukey, p <0,05).
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Figura 5: Contenido de DHA en subproductos de palometa, congrio y salmén y su
fraccion lipidica en funcion al método de extraccibn empleado, tanto en fresco
COmo en seco.
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*Los valores corresponden a media + DE (por duplicado). ANOVA, dentro de cada subproducto de
pescado, los valores que comparten la misma letra no indican diferencias significativas (prueba de

Tukey, p <0,05).
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*Los valores corresponden a media + DE (por duplicado). ANOVA, dentro de cada subproducto de
pescado, los valores que comparten la misma letra no indican diferencias significativas (prueba de
Tukey, p <0,05).

30



6.3.5 Contenido en EPA, DHA, AL y ALA de subproductos frescos de
palometa, congrio y salmoén.
En la figura 5 (Anexo 15) se representan los valores de EPA, DHA, AL y ALA en
los subproductos frescos estudiados en este trabajo con fines comparativos. Se
incluyeron AL y ALA porque pueden considerarse indicadores de la administracion
dietaria de aceites vegetales en peces de acuicultura (Ver Introduccién Pagina 9).
El porcentaje de EPA presentd diferencias significativas en los distintos
subproductos, excepto para el caso de la viscera de palometa y el higado de
salmoén. Con respecto a los valores de DHA, estos fueron significativamente
distintos en todos los casos, excepto en viscera de congrio e higado de salmén. El
mayor contenido en EPA se encontrd en viscera de congrio (15,32 %) y el menor
valor en viscera de salmon (3,49 %). Con respecto al DHA, el mayor porcentaje se
hall6 en viscera de palometa (24,93 %) y el menor valor en viscera de salmoén
(4,41 %). Por otro lado, los porcentajes en AL y ALA se diferenciaron
significativamente en los subproductos estudiados, excepto los valores
presentados en viscera de palometa y viscera de congrio (Ver Figura 5-Anexo 15).
Por otro lado, el mayor valor de AL y ALA se present6 en viscera de salmoén (19,11
% y 6,03 % respectivamente) y el menor valor en viscera de congrio (1,20 % y
0,27 % respectivamente).

6.4 Perfil lipidico

Con base en el objetivo N°2, se determind el perfil lipidico de la fraccion extraida
por Folch de los subproductos, tanto en fresco como en seco, mediante CCF
(Cromatografia de capa fina), donde se identificaron 5 bandas: lipidos polares
(LP), diglicéridos (DAG), acidos grasos libres (AGL), triglicéridos (TAG) y ésteres
de colesterol (EC). Se determiné el porcentaje de acidos grasos (AG) contenidos
en cada una de las bandas sobre el total de AG en la fraccion lipidica (Ver Tabla
1).

Para evaluar el grado de hidrdlisis de los lipidos contenidos en subproductos

frescos y secos, se consideraron las bandas correspondientes a TAG y AGL. En el
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caso de la viscera seca de salmoén no se realizé el perfil lipidico ya que se obtuvo

una pasta aceitosa dificilmente manipulable.

6.4.1 Acidos grasos libres (AGL)

En viscera de palometa y viscera de congrio 1, los porcentajes en la banda de
AGL en fresco (53,7 % y 69,4 % respectivamente) presentaron diferencias
significativas con los valores hallados en la banda de AGL en seco (42,1 % y 52,3
% respectivamente). Mientras tanto, los porcentajes en la banda de los AGL en
fresco de viscera de congrio 2 (Ver discusion péagina 45, donde se aclara la
distincién entre congrio 1 y congrio 2) (7,3 %) e higado de salmén (69,5 %) no
difirieron significativamente con los valores observados en las bandas de AGL en
seco (9,9 y 66,5 % respectivamente) (Ver Tabla 1).

6.4.2 Triglicéridos (TAG)
En el caso de los TAG, los porcentajes en viscera de palometa y viscera de
congrio en fresco (13,6 % y 12,4 % respectivamente) se diferenciaron
significativamente de los porcentajes hallados en seco (26,4 % y 25,4 %
respectivamente). Por otro lado, los porcentajes de TAG en viscera de congrio 2
(Ver discusién pagina 45) (83,9 %) e higado de salmén (0,9 %) no presentaron
diferencias significativas con los valores observados en seco (80,2 % y 1,6 %

respectivamente) (Ver Tabla 1).
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Tabla 1: Perfil de las fracciones lipidicas extraidas de los subproductos frescos y secos (en porcentaje de acidos grasos
presentes en cada banda sobre el total de acidos grasos en la fraccion lipidica).

FRESCO SECO
LP DAG AGL TAG EC LP DAG AGL TAG EC
Viscera de Palometa  19,7+0,6° 11,2+0,7° 53,7+19* 136+0,6° 18+0,0"|16,7+0,7° 136+09* 421+01° 264+03 1,3+02"
Viscerade congriol 7,7 +0,3% 6,8+0,6° 694+17*° 124+08 38+04"|116+05" 75+08  523+09° 254+13° 34+05
Viscera de congrio 2 5,3 +0,6 30+04* 7,3+09* 839+12° 06+02*|44+03 42+04* 99+05 802+13° 14+01°
Viscera de salmén* 49+0,3 145 +0,3 23,1+0,2 57,1+0,9 0,3+0,1 | - - - - -
Higado de salmén 253+11* 16+0,1* [695+1,0* 09+04° 27+01*|250+15 41+10° 665+05 16+04" 3,0+04%

*LP: Lipidos Polares; DAG: Diglicéridos; AGL: Acidos grasos libres; TAG: Triglicéridos; EC: Esteres de colesterol
*Los valores corresponden a media + DE, ANOVA. Dentro de cada banda (LP, DAG, AGL, TAG, EC) entre fresco y seco los valores que
comparten la misma letra no indican diferencias significativas (prueba t de Student).
*No se determino el perfil lipidico en seco, debido a su alto contenido en grasa.
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6.5 Contenido de colesterol

Con respecto al objetivo N°3, el contenido de colesterol encontrado en la fraccién
lipidica extraida de los subproductos de pescado en seco (mg/100 g de lipidos) fue
significativamente distinto para viscera de palometa (2492 mg/100g), viscera de
congrio (2220 mg/100g), viscera de salmén (636 mg/100g) e higado de salmén
(2835 mg/100g) (Ver Figura 6).

Figura 6: Contenido de colesterol en la fraccion lipidica de subproductos secos
(mg colesterol/100 g de lipidos)

Contenido colesterol

Viscerade Viscerade Viscerade Higado de
palometa congrio salmén salmon

*Los valores corresponden a media + DE (por duplicado) ANOVA. Dentro de cada subproducto de
pescado los valores que comparten la misma letra no indican diferencias significativas (prueba de
Tukey, p <0,05).
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7. DISCUSION

7.1 Contenido de agua y lipidos

Se conoce que la composicién quimica (agua, proteinas, lipidos, entre otros) de
los peces varia considerablemente entre las diferentes especies y también entre
individuos de una misma especie, dependiendo de la edad, sexo, medio ambiente
y estacion del afio (46).

Con respecto al contenido de agua, esta puede constituir entre el 50 y 80 % de la
masa total del espécimen y es inversamente proporcional al contenido de grasa
(47,48). En esta investigacion, los subproductos registraron un contenido de agua
entre 51,7 % (viscera de salmén) y 80,4 % (viscera de congrio), lo cual es
consistente con los resultados reportados.

En cuanto a los resultados del contenido lipidico, fue en la viscera de salmén
donde se observé una mayor cantidad. Esta caracteristica no permitid que se
genere una textura adecuada para el manejo, como sucedié con los otros
subproductos de pescado tras ser sometidos a la técnica de secado.

A diferencia de los mamiferos que depositan los lipidos en el tejido adiposo, los
pescados poseen lipidos en el higado, musculos y tejidos periviscerales y
subcutaneos (49). Aunque no se tenia referencia de la edad de los ejemplares con
los que se trabajo, se sabe que el pescado mas longevo es generalmente mas rico
en grasa y por lo tanto contiene una menor proporcion de agua (48). Asimismo, el
salmén de acuicultura forma parte de los pescados grasos, segun la clasificacion
del contenido lipidico, y constituye uno de los pescados mas oleosos (2,50).

Es importante recalcar que la alimentacion que reciben los peces de acuicultura es
diferente a la que consumen los peces de origen salvaje. Y en este contexto, debe
tomarse en cuenta que los productores de pescado tienden a aumentar el
contenido en lipidos en las dietas, generalmente para promover el crecimiento y
ahorrar proteinas, de forma que se incremente el contenido lipidico en los tejidos
de los pescados de acuicultura (49), como se puede observar en un estudio donde
se evalud el contenido lipidico en higado de dorada negra en cautiverio (49,73 %)
y salvaje (19,02 %) (51).
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Los resultados de esta tesis acerca del contenido lipidico muestran valores
inversamente proporcionales a los correspondientes al contenido de agua (Ver
Figura 3-Anexo 9), de forma similar a lo reportado en estudios previos. Por
ejemplo, una investigacion realizada en viscera de pez gato asiatico (Pangasius
bocurti) de acuicultura, encontré un contenido lipidico mayor al 90 % y de agua
menor al 10 % (52). Por otro lado, en viscera de palometa (Seriola lalandi) y
salmon atlantico (Salmo salar) de acuicultura se encontré un 27,19 % de lipidos
frente a 61,24 % de agua, y 23,75 % de lipidos frente a 63,90 % de agua
respectivamente (53). Asi también, en otro estudio se evaluo el contenido lipidico y
de humedad en visceras de abadejo de Alaska (Theragra chalcogramma) (19,1 %
y 63,5 % respectivamente), visceras de bacalao del Pacifico (Gadus
macrocephalus) (8,1 % y 76,5 % respectivamente) y visceras de salmon rosado
(Oncorhynchus gorbuscha) (2,0 % y 81,2 % respectivamente) de origen salvaje
(54). Por lo tanto, el contenido lipidico en especies de acuicultura es mayor con
respecto a la proporcién lipidica en peces de origen salvaje.

En cuanto a las técnicas de extraccion de la fraccion lipidica, el método de Folch
(usado como referencia) fue el procedimiento mas eficiente en subproductos
frescos y secos. Este método emplea una combinacion de solventes, cloroformo y
metanol (18), permitiendo que la extraccion de la fraccion lipidica sea mas eficaz
al extraer lipidos en un alto rango de polaridades.

Con respecto a los subproductos frescos en viscera de palometa, viscera de
congrio e higado de salmén, tras el método de Folch el procedimiento mas
eficiente fue el de hexano:isopropanol, ya que no presentd diferencias
significativas con la extraccion Folch, excepto para el caso de la viscera de salmon
donde si difirieron significativamente, probablemente a su alto contenido lipidico
con respecto a los otros subproductos (Ver Tabla 6-Anexo 8) (Ver Figura 2a-
Resultados). El método de hexano:isopropanol evidencié una eficiencia Optima
con respecto al método de hexano, ya que se empled una combinacion de
disolvente polar (isopropanol) y no polar (n-hexano), permitiendo una mejor
extraccion de la fraccion lipidica. Finalmente, el menos eficaz resulté ser el método

de hexano, que en su mayoria extrajo lipidos neutros (Ver Figura 2a-Resultados).

36



En el caso de los subproductos secos, estos presentaron una tendencia similar a
los frescos, sin embargo, se agregd un procedimiento mas (Soxhlet) y solo se
realizé en subproductos secos porque, segun las recomendaciones de uso, este
requiere de una muestra seca para que el solvente interaccione con mas facilidad
(27). EI método de Soxhlet fue el mas eficiente tras el método de Folch,
principalmente en viscera seca de congrio y salmoén, donde los rendimientos
fueron iguales al contenido lipidico obtenido por el procedimiento de referencia
(Folch). A continuaciéon del procedimiento de Soxhlet, se situé la extraccion con
hexano:isopropanol y la menos eficiente fue la extraccion con hexano (Ver Tabla
6-Anexo 8) (Ver Figura 2b-Resultados).

El método de Folch utiliza cloroformo, un disolvente que ha sido catalogado como
un posible agente carcinogénico (18), por lo que no puede ser considerado de
grado alimentario. Por el contrario, el método de Soxhlet utiliza n-hexano, un
disolvente de grado alimentario que se caracteriza por su baja toxicidad; ademas,
€S menos corrosivo, de bajo costo y posee una baja temperatura de vaporizacion
(punto de ebullicion: 68,7 °C) (18).

Existen otros métodos de extraccion que implican el uso de enzimas o fluidos
supercriticos (55), sin embargo, estos procedimientos son de elevado costo y
actualmente, su escalamiento para uso industrial es complejo. Adicional a ello, en
un estudio comparativo entre el método de Soxhlet y de fluidos supercriticos, se
observd que la calidad del aceite total extraido es similar en ambos
procedimientos con respecto a dos parametros: contenido de aceite y perfil de
acidos grasos (22).

La diferencia entre aplicar la extraccidon con n-hexano a temperatura ambiente y en
modo Soxhlet, es el uso de una temperatura mas elevada durante el proceso en el
segundo de ellos, lo que debe favorecer un incremento de la eficiencia extractiva.
El aumento de temperatura mediante Soxhlet resulta mas relevante que
incrementar la polaridad del sistema extractante (adicion de isopropanol) al
meétodo con hexano. Ademas, el isopropanol tarda en evaporarse con respecto al

hexano.
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7.2 Técnica de secado

El alto contenido de humedad en los subproductos puede hacer dificil su
manipulacion y los hace mas propensos a la contaminacién microbiana y a la
accion de enzimas presentes en esos tejidos, las cuales pueden provocar
hidrolisis y/o degradacion de los lipidos contenidos en los subproductos (56, 57).
La técnica de secado efectuada en los subproductos permitié un adecuado manejo
de los mismos, excepto en la viscera de salmoén por su alto contenido lipidico. Por
otro lado, el secado permite una extraccion de la fraccion lipidica mas eficiente,
debido a la ausencia de agua y a una mejor interaccion con el solvente como se
pudo observar en la Figura 1a y 1b (resultados), utilizando volimenes menores
gue los empleados para la extraccién de la biomasa en fresco. El alto contenido de
agua evidenciado en la mayoria de los subproductos estudiados, justifica un
tratamiento de calor con el fin de evitar el desarrollo microbiano y facilitar el
manejo de los desechos (56).

En la industria los subproductos de pescado (principalmente cabezas, huesos,
piel, viscera) se calientan a 65, 80, 105 y 150 °C por 12 horas, en funcion de
reducir el contenido de humedad a un 10-12 %. Este porcentaje constituye el
contenido de humedad recomendado para piensos animales (13).

El secado realizado en esta investigacion se efectud con una temperatura de 105
°C por 3 horas, por lo que, al reducir el contenido de agua, el ambiente se vuelve
inadecuado para que las enzimas actien y provoquen una posible hidrdlisis.
Adicionalmente a esta temperatura, las enzimas deberian desnaturalizarse, por lo
que la inhibicion de su accién es doble: retirada de agua del medio e inhibicién
térmica. Por otro lado, en un estudio se observO que el proceso de secado
mecanico usado en subproductos de pescado es eficaz para la inactivacion de
algunas bacterias (41), y esto reduciria el riesgo microbioldgico. Mientras la
temperatura se incrementa, un niamero creciente de bacterias muere (58).

Se utilizo esta temperatura (105 °C), para garantizar la evaporacion del agua, por
ello el subproducto derivé en un producto finamente granulado (polvo fino) de
manejo mas sencillo. Sin embargo, esta temperatura puede provocar la

degradacion del EPA y DHA, a pesar de que se empled en menos tiempo que el
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que se aplica a nivel industrial. De esta forma, es conveniente evaluar las pérdidas
potenciales de estos acidos grasos. El tiempo establecido (3 horas) se basé en
gue los subproductos mantuvieron un peso constante al terminar este periodo,
siguiendo una cinética de secado realizada a tal fin.

7.3 Perfil de acidos grasos

Diversas investigaciones se han centrado en el estudio de subproductos de varias
especies marinas, en las que se ha encontrado una cantidad considerable de EPA
y DHA (Ver Tabla 3-Anexo 5 y Tabla 4-Anexo 6).

El propdsito de este trabajo se enfocOd en determinar de forma comparativa el
contenido de los dos &cidos grasos referidos, presentes en los distintos
subproductos en fresco y en seco de las especies seleccionadas. No obstante,
también fue importante tomar en cuenta otros acidos grasos, que nos permitieron
observar diferencias entre especies de origen salvaje y otras de procedencia
acuicola, de acuerdo a su alimentacion principalmente.

Los acidos grasos predominantes en el perfil de estos subproductos, pero distintos
a EPA y DHA en visceras de palometa y congrio de origen salvaje fueron el AP y
el AO (Ver Tabla 7-Anexo 11 y Tabla 8-Anexo 12). Con respecto a los
subproductos de salmoén acuicola (viscera e higado), los acidos grasos que
predominaron fueron el AP, AO, AL y ALA (Ver Tabla 9-Anexo 13 y Tabla 10-
Anexo 14). Los acidos grasos mas abundantes, sin considerar EPA y DHA, que se
han encontrado en subproductos de pescado son acidos grasos monoinsaturados
(principalmente AO) y AP (13). A continuacion se detalla la discusién por cada una
de los subproductos evaluados:

7.3.1 Viscera de palometa
Los porcentajes de EPA (5,77 %) y DHA (22,96 %) encontrados en viscera seca
no fueron significativamente menores que en viscera fresca (6,93 % y 24,93 %
respectivamente) (Ver Tabla 7-Anexo 11 y Figura 3-Resultados). Por lo tanto, el
secado (105°C por 3 horas) no degrada estos acidos grasos significativamente,
manteniendo su potencial nutricional con respecto al contenido de acidos grasos

relevantes para la salud humana.
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Las visceras de palometa evaluadas en esta investigacion, presentaron un
porcentaje de 6,93 % de EPA y 24,93 % de DHA sobre acidos grasos totales (Ver
Tabla 7-Anexo 11 y Figura 3-Resultados). En un estudio similar, pero efectuado en
visceras de palometa de acuicultura de origen australiano, los valores presentados
en EPA fueron de 4,60 % y un 3,60 % correspondieron a DHA (53). Esta diferencia
de resultados encontrados con los del presente proyecto de tesis podria deberse
principalmente al factor dietario y origen (pais de procedencia) de estas especies.
Con respecto a la alimentacion, las palometas de origen salvaje se alimentan de
peces pequefos, crustaceos, entre otros, como se citd en los antecedentes,
mientras los peces de piscifactoria, son alimentados con dietas pre elaboradas,
generalmente deficientes de harina de pescado (fuentes de EPA y DHA).

7.3.2 Viscera de congrio

Los porcentajes observados de EPA (11,09 %) y DHA (12,97 %) tras el
procedimiento de secado, se diferenciaron significativamente con los valores
presentados en viscera fresca (13,31 % y 15,32 %) (Ver Tabla 8-Anexo 12 y
Figura 3-Resultados), presentando una disminucion de un 2,29 % de EPA+DHA.
En este caso, la degradacion no resulta critica porque su contenido en EPA y DHA
aun sigue siendo relevante.

No se han observado estudios referentes al perfil de acidos grasos en esta
especie, tanto en filete como en subproductos, pero en una investigacion que
evaluo el filete de congrio dorado salvaje de origen australiano (Genypterus
blacodes), se registro un porcentaje en EPA de 4,70 % del total de acidos grasos y
un 39,90 % de DHA (59).

De acuerdo a lo observado, se puede decir que existe una variacion en la cantidad
de estos acidos grasos, dependiendo de la muestra que se estudia (filete,
subproductos) y también de los factores internos (edad, madurez sexual) y
externos (temperatura del agua, salinidad, alimentacién), que influyen en la
proporcion de EPA y DHA como se menciond anteriormente. Se ha visto que
peces de climas tropicales presentan un bajo contenido de lipidos totales,

comparado con peces de la region artica (22). Este elevado contenido lipidico le
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brinda al pescado una proteccion frente a las temperaturas bajas. Ademas, los
lipidos son mas insaturados en estas especies de agua fria (23,60), lo que le

permite mantener la fluidez de la membrana (61).

7.3.3 Viscera de salmédn

Los valores registrados de EPA (2,81 %) y DHA (3,91 %) en las visceras secas
fueron significativamente distintos a los porcentajes observados en viscera fresca
(3,49 % y 4,41 % respectivamente), presentandose una disminucién de un 0,59 %
de EPA+DHA (Ver Tabla 9-Anexo 13 y Figura 3-Resultados). La proporcion de
EPA y DHA es bastante baja en comparaciéon con los otros subproductos de
especies evaluados en este proyecto de tesis. Sin embargo, la viscera de salmén
de origen acuicola poseia el mayor contenido lipidico, por lo que la proporcion de
EPA y DHA en una cierta cantidad de viscera fresca puede ser superior a la
producida por la misma cantidad de viscera en peces de origen salvaje, a pesar de
sSus concentraciones relativamente bajas de estos &cidos grasos (49). En este
caso en particular, la utilidad no se destinaria al producto seco, sino al
aprovechamiento de la fraccion lipidica generada. El contenido lipidico debiera ser
extraido rapidamente para evitar la degradacion de estos acidos grasos, ya que el
manejo, transporte y estabilidad de los lipidos que contiene esta fraccion,
requieren de mas cuidado (mayormente susceptibles a la luz, oxigeno entre otros)
que los que se encuentran en otros subproductos donde se obtuvo el polvo fino.

Existen estudios en los que se ha evaluado el contenido de EPA y DHA en viscera
de salmon de acuicultura. Por ejemplo, en un trabajo en Australia se encontrd un
7,91 % de EPA y 6,99 % de DHA sobre el total de acidos grasos (50), mientras
que en visceras de origen estadounidense se observo un 5,8 % de EPA y un 7,3
% de DHA sobre el total de acidos grasos (53). En este caso, la variabilidad
encontrada con nuestros resultados podria relacionarse a la composicién de las
distintas dietas (pellets) que se administran a los peces por parte de los

piscicultores y ademas al origen de estos peces de acuicultura.
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7.3.4 Higado de salmén
El porcentaje que se observé de EPA (6,23 %) tras el secado del higado de
salmén difirié significativamente con el valor encontrado en higado fresco (7,70
%). Con respecto al porcentaje de DHA en higado seco (13,98 %) no se
observaron diferencias significativas con el valor en higado fresco (14,91 %) (Ver
Tabla 10-Anexo 14 y Figura 3-Resultados). Los salmones de acuicultura son
alimentados con suplementos para peces que poseen varios isomeros de
carotenoides (62), y es probablemente la presencia de estos antioxidantes en los
piensos animales, un factor que evita la degradacion significativa de estos acidos

grasos, como sucedio en el caso del DHA.

Por otro lado, el contenido de EPA y DHA en la fraccion lipidica extraida de los
subproductos frescos y secos fue determinado por distintos meétodos de
extraccidon. Debido a las ventajas que otorga la técnica de secado por las razones
antes descritas, en el caso de estos subproductos se vio que independientemente
del método de extraccion empleado, los porcentajes de EPA y DHA no difirieron
significativamente en la mayoria de los casos (Ver Figura 4 y 5-Resultados). Con
base en estos resultados, los subproductos evaluados no solo podrian ser
aprovechados en forma de un fino polvo rico en estos acidos grasos, sino también
podria extraerse la fraccion lipidica utilizando de preferencia el método de Soxhlet,
debido a las ventajas ya expuestas, principalmente por extraer un amplio rango de

lipidos (similar al método de referencia Folch) y por ser de grado alimentario.

7.4 Influencia de la alimentacién del pez sobre el contenido en ciertos acidos
grasos poliinsaturados en los subproductos estudiados

Los subproductos frescos de las especies evaluadas presentaron distintas
cantidades de EPA, DHA, AL y ALA, como se puede observar en la Figura 5
(Anexo 15). Con respecto a los valores registrados de EPA, la viscera de congrio
presentd el mayor porcentaje (13,31 %) mientras que el menor valor fue
encontrado en viscera de salmon (3,49 %). El mayor valor de DHA lo presento la

viscera de palometa (24,93 %), mientras que el menor porcentaje se observo en
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viscera de salmén (4,41 %). Por otro lado, el mayor valor en AL y ALA se hallé en
viscera de salmén (19,11 % y 6,03 % respectivamente) y el menor valor en
visceras de congrio (1,20 % y 0,27 % respectivamente).

Varias investigaciones han confirmado que el perfil de acidos grasos de pescados
de acuicultura es distinto al de los salvajes, y la dieta ha sido identificada como la
razén principal de las diferencias observadas (63). El nivel de AGPI n-3 (EPA y
DHA) en los lipidos de pescados de cultivo es significativamente mas reducido que
en peces salvajes, ya que los piscicultores usualmente suministran a los peces
formulaciones alimenticias que contienen bajas proporciones de EPA y DHA,
debido a la sustitucién parcial de la tradicional harina de pescado por aceites
vegetales que no contienen estos AGPI n-3 (61). Por otro lado, los pescados de
origen salvaje se alimentan de fuentes propias del habitat de donde proceden
(otros peces, crustaceos), como se detall6 en los antecedentes de la alimentacion
de congrio y palometa (Ver Introduccién, pagina 12). Los pescados requieren altas
cantidades de acidos grasos altamente insaturados, como el EPA y DHA, para su
normal desarrollo (25).

Se desconocia el tipo de alimentacidon que se administr6 a los salmones de
acuicultura evaluados en esta investigacion, sin embargo, al presentar estas
cantidades elevadas de AL y ALA en relacion a las especies salvajes, es probable
que las dietas a base de pescado (ricas en EPA y DHA) se hayan reemplazado
por aceites de semillas compuestas en su mayoria por AGPIn-6 (maiz y girasol)
con una combinacion de aceites ricos en AGPIn-3 (como soya, linaza o canola)
(Ver Figura 6-Anexo 16). Estas son fuentes que generalmente se utilizan para la
elaboracion de piensos de pescado (62, 64, 26) y, por lo tanto, disminuyen el
contenido en EPA y DHA.

7.5 Perfil Lipidico

Debido a que en este trabajo el interés se centré en los subproductos secos
(eficiencia de extraccion, facilidad de manejo, almacenamiento menos riguroso),
fue necesario determinar el perfil lipidico de estos para establecer si la técnica de

secado, provocaba la hidrdlisis de los lipidos contenidos en los subproductos.
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Para ello se hizo hincapié en dos bandas que indican este efecto: los triglicéridos
(TAG) y los é&cidos grasos libres (AGL). Los TAG componen la mayoria de los
lipidos marinos (20) y los AGL se generan debido a procesos de degradacion de
los TAG, es decir corresponden a los productos que se generan en esa reaccion.
Cuanto mas hidrolizado esté un aceite, menos TAG y mas AGL se encontraran en
el mismo.

Se determind el porcentaje de acidos grasos (AG) contenidos en cada una de las
bandas sobre el total de AG en la fraccion lipidica. En la banda de los TAG, los
valores fueron de 26,4 % en viscera de palometa, 1,6 % en higado de salmén y
25,4 % en viscera de congrio 1. Es importante recalcar que no se determiné el
perfil lipidico de viscera seca de salmoén por su elevado contenido en grasa; su
textura y consistencia oleosa no permitian que el subproducto pueda ser trabajado
en seco.

Con base en estudios previos, se esperaba que la mayor parte de los AG
estuviera esterificada en forma de TAG, aunque se observaron valores menores a
lo esperado. Por ejemplo, en un estudio se evalud por CCF la composicion lipidica
de subproductos de hoki, sole de aleta amarilla, macarela y caballa,
presentandose valores de TAG de 77,38 %, 77,46 %, 87,21 % y 86,79 %
respectivamente (65).

En el presente trabajo, por su parte, los valores de AGL fueron de 42,1 % en
viscera de palometa, 66,5 % en higado de salmén y 52,3 % en viscera de congrio
1. Esto es indicativo de un elevado grado de hidrdlisis de los TAG originales.
Dados los valores anormalmente elevados de AGL en los subproductos, se evalu6
la posible influencia del tratamiento térmico de secado sobre el grado de hidrdlisis
mediante la elaboracién del perfil lipidico de los subproductos en fresco, haciendo
hincapié principalmente en las fracciones de TAG y AGL (Ver tabla 1-Resultados).
En principio no se planteo realizar el perfil lipidico en fresco, puesto que el interés
estaba en los subproductos secos, pero al observar un grado de hidrolisis tan
elevado en seco, ese procedimiento se desarrollo también en fresco para observar

si la hidrolisis era causada por la aplicacion de alta temperatura.
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Los resultados evidencian que los lipidos contenidos en los subproductos frescos
son significativamente distintos a los procedentes de los subproductos secos,
excepto para el caso del higado de salmén. En funcién a lo observado, los lipidos
en los subproductos frescos estan mas hidrolizados que en seco.

La hidrdlisis ocurrida mayormente en subproductos frescos (Ver Tabla 1-
Resultados) se debi6 a que, en primera instancia, se realizé la CCF de los lipidos
extraidos de subproductos secos y luego de subproductos frescos, el cual (el
fresco) se mantuvo conservado a -20 °C durante 1 mes. En ese tiempo se observo
una hidrdlisis lipidica, posiblemente porque esta temperatura no fue Ilo
suficientemente baja para evitar la degradacién de estos subproductos: al ser
biomasa, el contenido enzimatico es bastante elevado y las lipasas presentes
pudieron promover la hidrolisis, incluso a baja temperatura. Las lipasas y
fosfolipasas siguen activas durante el congelamiento (66). Los subproductos
llegaron refrigerados al laboratorio y al momento del eviscerado no se tuvo
conocimiento de cuanto tiempo permanecieron a temperatura ambiente, factores
qgue pudieron haber influido en el grado de hidrdlisis.

A continuacion se solicitdé un segundo lote de viscera de congrio (Ver Tabla 1-
Resultados). Esta segunda recepcion de visceras de congrio fue congelada
inmediatamente después del eviscerado, de esta manera mantuvo la cadena de
frio hasta llegar al laboratorio, donde fue inmediatamente procesada.

Los resultados muestran que en este caso, en la viscera fresca de congrio 2, la
proporcidon de &cidos grasos en forma de TAG es mucho més alta (83,9 %) siendo
la de AGL de un 7,3 %. Tras secar la viscera, extraer los lipidos por el método de
Folch y realizar su perfil lipidico por CCF, se encontré que los acidos grasos en
forma de TAG y AGL suponian un 80,2 % y un 9,9 % respectivamente del total de
acidos grasos en la fraccion lipidica, observandose que estos valores no fueron
distintos significativamente a los registrados en la viscera fresca de congrio 2. Eso
determind que el efecto del secado incrementa la hidrélisis de los TAG pero no de
manera significativa (Ver Tabla 1-Resultados).

Los AGPI n-3 en forma de TAG son los mas estables y deseables para la

formulacién de alimentos, a diferencia de los acidos grasos libres, que son

45



facilmente oxidados y contindan siendo inaceptables para propoésitos alimenticios
en términos de seguridad (57). Sin embargo, en términos nutricionales se ha
observado que los AGPIN n-3 (EPA y DHA) esterificados en forma de AGL en

aceite de pescado son medianamente biodisponibles (67).

7.6 Contenido en colesterol

El nivel de colesterol encontrado en cada subproducto respecto de los demas fue
significativamente distinto, evidenciandose mayor contenido en el higado de
salmon (2835 mg/100g), seguido de viscera de palometa (2492 mg/100g), viscera
de congrio (2220 mg/100g) y finalmente viscera de salmén (636mg/100g) (Ver
Figura 6-Resultados).

La mayoria de peces contiene de 20 a 40 mg de colesterol por 100 g en filete, 250
a 650 mg/100gr en las gonadas y mucho mas en higado (ejemplo higado de
bacalao: 570 mg/100gr) (20). Ademas, las visceras de pescado pueden llegar a
contener tres veces mas colesterol que el filete (68).

El colesterol es independiente del contenido de grasa y se han visto valores
similares en peces de origen salvaje y acuicola, aunque su contenido lipidico
difiera enormemente (69). La viscera de congrio y viscera de palometa fueron
recolectadas en verano, y un estudio indica que la temperatura del agua se
incrementa en esta estacion, lo que genera una elevacion del contenido de
colesterol (70).

La recomendacion de la ingesta de colesterol en seres humanos debe ser menor a
200 mg/dia (71). Seria oportuno que los altos niveles de colesterol presentados en
estos subproductos, sean removidos con algun tipo de tecnologia para que
puedan ser utilizados con fines nutricionales. Por ejemplo, existen ingredientes de
la industria alimentaria, como las beta-ciclodextrinas, que se han utilizado para
eliminar eficazmente el colesterol de los productos de origen animal (72). Mediante
la formacion de complejos, el proceso de separacion del colesterol puede lograrse
recuperando simultdneamente el colesterol y las beta-ciclodextrinas. Las
ciclodextrinas son derivadas de almidén, modificadas con enzimas de bajo costo y

producidas industrialmente. No son toxicas, no se absorben en el tracto
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gastrointestinal superior y son completamente metabolizados por la microflora del
colon (72,73).
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8. CONCLUSIONES

a) Referente al secado de los subproductos

El secado de los subproductos ensayados en este trabajo condujo a un fino
polvo de facil manipulacion en todos los casos excepto en viscera de
salmon, que presentd una textura oleosa dado su gran contenido lipidico,

dificultando asi su manejo.

b) Referente a la extraccion de la fraccion lipidica de los subproductos

La accion del solvente o solventes empleados se favorecié al emplear
subproductos secos, incrementandose significativamente la eficiencia de
extraccién de la fraccién lipidica en comparacién con los subproductos
frescos.

La extracciéon en modo Soxhlet con n-hexano fue el procedimiento de grado
alimentario mas efectivo de entre los ensayados con subproductos secos,
mientras que la extraccibn con hexano:isopropanol fue en términos
generales mas efectiva que la extracciéon con hexano.

El uso de temperatura elevada (modo Soxhlet) tuvo mayor influencia en el
incremento de la eficiencia de extraccion que el aumento de la polaridad del

sistema extractante (hexano:isopropanol).

c) Referente ala caracterizacion de la fraccién lipidica de los subproductos

Al natural (en fresco), la viscera de congrio mostro la proporcion de EPA
mas elevada de entre todos los subproductos ensayados, mientras que en
el caso de DHA, la mayor proporcién se encontré en viscera de palometa.
La viscera de salmdn mostro los valores mas bajos de EPA y DHA.

La exposicion a alta temperatura durante el secado provoc6 una reduccion
significativa de la proporcion de EPA en viscera de congrio, viscera de
salmén e higado de salmén, por lo que se rechaza la hipétesis planteada.
Por otro lado, en viscera de palometa la reduccion no fue significativa, lo
que implica que en este caso la hipotesis se aprueba. Respecto al DHA, la
reduccion fue significativa en viscera de congrio y viscera de salmon, por lo

gue se rechaza la hipétesis. Por otra parte, en viscera de palometa e
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higado de salmon no afecto significativamente, por lo que se aprueba la
hipétesis. Estas reducciones son significativas en algunos casos, sin
embargo no son de caracter agudo, las ventajas que otorga el secado
superan los valores ligeramente menores de EPA y DHA.

Ademas de ofrecer el mayor rendimiento de extraccién lipidica en
subproductos secos, la extraccion en modo Soxhlet no modifico
significativamente las proporciones de EPA y DHA en los lipidos extraidos
respecto al producto seco en cada caso.

No fue posible establecer una relacion clara del efecto de la temperatura
en el secado sobre el grado de hidrdlisis de los lipidos contenidos en los
subproductos excepto en el caso de la viscera de congrio, donde se
observé un minimo incremento del grado de hidrdlisis tras el secado.

El contenido en colesterol en la fraccion lipidica de los subproductos fue
alto excepto en viscera de salmoén, donde este valor fue del orden de cuatro

veces menor que en el resto de casos.
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9. LIMITACIONES

Aunque los resultados experimentales obtenidos en este trabajo son de
gran interés tecnolégico y/o nutricional, esta investigacion se hizo a
pequefia escala (piloto) y por tanto con un alcance limitado, en funcion del
periodo de tiempo para el que fue programada y el presupuesto destinado a
la misma.

El efecto de hidrdlisis enzimética de la fraccion lipidica de los subproductos
conservados a -20°C no fue previsto en esta investigacion, ya que se
considerd que a esa temperatura la accion de las enzimas estaria impedida.
Debido a ello, no se pudo establecer una relacion clara del efecto del
secado sobre el grado de hidrélisis de los lipidos de los subproductos
excepto en el caso del congrio, la Unica viscera disponible que se pudo

conseguir una vez detectado el problema.
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10. PROYECCIONES

Se espera que los datos obtenidos en este estudio conduzcan a una
investigacion mas amplia, acerca de subproductos secos de otras especies y
de otros subproductos (piel, cabeza, cola, espinas entre otros). A largo plazo
se espera que la caracterizacidbn de estas especies y de otras obtenidas y
consumidas en Chile, se desarrolle en un amplio rango, incluyendo, ademas de
lo elaborado en este proyecto de investigacion, parametros como: evaluacion
de contaminantes ambientales (metales pesados, PCBs, dioxinas), analisis
microbiolégico, estabilidad oxidativa entre otros.

Potencial valorizacion a escala industrial de los subproductos en la industria,
para generar valor afiadido y disminuir el problema ambiental. La valorizacion

de subproductos es una tendencia creciente y de gran interés para la industria.
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ANEXO 1

Figura 1
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Prostaglandinas
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PGI3)
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D1
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*Esquema metabdlico de los AGPI n-3 incluyendo eicosanoides y docosanoides derivados

de EPA y DHA respectivamente.
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ANEXO 2

Figura 2
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*Consumo de AGPI n-3 en distintas regiones y en Chile, con relaciébn a la ingesta
recomendada FAO/OMS (1,2 gramos/dia). (Valenzuela, 2005)
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ANEXO 3

Tabla 1: Rango establecido de EPA y DHA segun los ensayos previos efectuados
en el Laboratorio de Lipidos (% del total de EPA y DHA).

EPA DHA
Viscera de palometa 5-10 % >20 %
Viscera de congrio >10 % 5-20 %
Viscera de salmon
Higado de salmon 5-10 % 5-20 %

*Verde: alto - Amarillo: medio - Rojo: bajo
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ANEXO 4

Tabla 2: Porcentaje de harina de pescado administrado en las dietas de salmones
durante el periodo 2000-2006.

Ao Harina de pescado (%)
2000 45
2001 40
2002 35
2003 32
2004 31
2005 30
2006 28

*Fuente: Asociacion de la Industria del salmén en Chile A.G. SalménChile
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ANEXO 5

Tabla 3: Contenido en lipidos, AGPI n-3, EPA y DHA de filete y subproductos de palometa (Seriola lalandi), congrio
dorado (Genypterus blacodes) y salmon (Oncorhynchus gorbuscha y Salmo salar).

Lipidos
Procedencia Biomasa totales (% de | AGPI n-3 TOTALES Referencias
biomasa)

Palometa Lo : . . Cultivo: 10,76 mg/g Cultivo: 4,71 Cultivo: 4,87 mg/g O'Neil B,y

) . Sudafrica Filete : 9 ] .’ ) ’
(Seriola lalandi) Acuicultura Cultivo: 3,72% de biomasa mg/g de biomasa de biomasa cols (2015)

Palometa Salvaje: 13,23 mg/g Salvaje: 2,65  Salvaje: 9,46 mg/g O’'Neil B,y

(Seriola lalandi) Sudafrica Salvaje Filete Salvaje: 4,29% de biomasa mg/g de biomasa de biomasa cols (2015)
[v) 0, 0,

P_alometa . Australia Acuicultura Viscera 23,75% U ’40 9 EELiiE €2 4'§O_A) del total S'E?O_A deltotalde He S, y cols
(Seriola lalandi) acidos grasos de acidos grasos  acidos grasos (2011)
Congrio dorado

g . . . 46,30% del totalde  4,70% del total 39,90% del total Soltan S,y
(Genypterus Australia Salvaje Filete 0,50% lividos de lividos de lividos Is (2008
blacodes) P P P cols ( )
Salmon rosado 10,69/ 12,90/ T |
(Oncorhynchus EUU Acuicultura Subproductos - - 100g aceite . = Sl ifleels
100g aceite crudo (2008)
gorbuscha) crudo
Salmén rosado
102,25 mg/ 178,90 mg/
Ll  EEUU Salvaje Higado 3.30% 336,42 mg/g aceite e J0mg/g - Bechtel P, y
aceite aceite cols (2006)
gorbuscha)
Salmon del
e : 7,91 % (68,2 6,99% (61,20 SunT, |
atlantico (salmo EEUU Acuicultura Viscera - - o : b : N
mg/g aceite) mg/g aceite) (2006)
salar)
Salmén del
atlantico (salmo Australia Acuicultura Viscera 27,19% 19,2% deltotal de  5,8% deltotalde 7,3% deltotalde He S, y cols
salar) acidos grasos acidos grasos acidos grasos (2011)
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ANEXO 6

Tabla 4: AGPI n-3, EPA y DHA en subproductos de algunas especies de pescados.

e | omwn | aorine | ea | ow | o |

Salmon (Salmo

salar) Cabeza
Salmon (Salmo -
Viscera
salar)
Atan (Euthynnus
affinis) Cabeza
Atan (Euthynnus .
affinis) e
Atan (Euthynnus .
affinis) Intestino
Trucha arcoiris
(Oncorhynchus Cabeza
mykiss)
Trucha arcoiris
(Oncorhynchus Espinas
mykiss)
Trucha arcoiris
(Oncorhynchus Viscera
mykiss)
Trucha arcoiris
(Oncorhynchus Viscera
mykiss)
Macarela (Scomber Cab
scombrus) abeza
Macarela (Scomber .
scombrus)
Sardina (Sardina Cab
pilchardus) abeza
Carpa (Cyprinus .
carpio) Viscera
Pez gato (Pangasius o

hypophthalmus)

27,7% del total de
acidos grasos

17,8 g/100g de
aceite

15,88 g/100g de
aceite

17,02 g/100g de
aceite

20,6% del total de
acidos grasos

22,2% del total de
acidos grasos

18,0% del total de
acidos grasos

35,44% del total de
acidos grasos

32,56% del total de
acidos grasos

1,63% del total de
acidos grasos

8,4% del total de
acidos grasos

73,2 mg/g de aceite

1,43 g/100g de
aceite
1,70 g/100g de
aceite
2,71 g/100g de
aceite

7,89% del total de
acidos grasos

8,75% del total de
acidos grasos

6,37% del total de
acidos grasos

3,35% del total de
acidos grasos

10,34% del total de
acidos grasos

9,23% del total de
acidos grasos

10,95% del total de
acidos grasos

3,82% del total de
acidos grasos

0,28% del total de
acidos grasos

12,1% del total de
acidos grasos

56,6 mg/g de aceite

15,70 g/100g de
aceile
14,18 g/100g de
aceite

14,31 g/100g de
aceite

6,26% del total de
acidos grasos

7,30% del total de
acidos grasos

6,02% del total de
acidos grasos

7.98% del total de
acidos grasos

10,82% del total de
acidos grasos

9,96% del total de
acidos grasos

13,01% del total de
acidos grasos

1,20% del total de
acidos grasos

0,87% del total de
acidos grasos

Gbogouri y cols, 2006

Sun y cols, 2002
Khoddami y cols, 2012
Khoddami y cols, 2012

Khoddami y cols, 2012

Fiori y cols, 2012

Fiori y cols, 2012

Fiori y cols, 2012

Zhong y cols, 2007

Sahena y cols, 2010

Sahena y cols, 2010

Létisse y cols, 2006

Crexi y cols, 2010

Thammapaty cols, 2010



ANEXO 7

Tabla 5: Distribucién de triglicéridos y fosfolipidos en filete y en subproductos de ciertas especies marinas
(% de lipidos totales).

Calamar (Loligo
vulgaris)

Atun (Euthynnus
affinis)

Atan (Euthynnus
affinis)

Bonito (Sarda sarda)

Sardina (Sardina
pilchardus)

Salmon (Salmo
salar)

Arenque (Clupea
harengus)

Trucha arcoiris
(Oncorhynchus
mykiss)

Trucha arcoiris
(Oncorhynchus
myKiss)

Viscera

Orbital

Aceite crudo

Filete

Aceite crudo

Gonadas

Gonadas

Filete

Viscera

95,5 %

99,3 %

99,6 %

99,6 %

99,8 %

71,8 %

9,3 %

51,8 %

74,1 %

3,8 %

0,2 %

23,1 %

73,6 %

32,9 %

13,7 %
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Hennay cols, 2011

Hennay cols, 2011

Hennay cols, 2011

Hennay cols, 2011

Hennay cols, 2011

Hennay cols, 2011

Hennay cols, 2011

Zhong y cols, 2007

Zhong y cols, 2007



ANEXO 8

Tabla 6: Contenido en agua (g agua/l100 g biomasa fresca) y rendimiento de extraccion de la fraccion lipidica de
subproductos frescos y secos de palometa (Seriola lalandi), congrio colorado (Genypterus chilensis) y salmon (Salmo
salar) obtenidos con distintos métodos de extraccion (g lipidos/100 g subproducto).

Contenido Contenido Lipidico

?g/fggs Folch Hexano:isopropanol Hexano Soxhlet

biomasa FRESCO SECO FRESCO SECO FRESCO SECO SECO

fresca)
Viscera de palometa 70,7+19 56+0,1 19,1+0,2 57+03 155+04 15+03 119+04 16,7+£0,1
Viscera de congrio 80,4+1,2 56+02 27,7+0,2 42+08 146+0,7 16+01 14608 275+04
Viscera de salmon 51,7+14 443+15 650+08 273+12 596+20 31,4+09 518+13 65010
Higado de salmon 68,7+ 1,7 72+02 224 +x04 66+04 188+09 31+01 124%0,2 20,602

*Los valores corresponden a media + DE (por triplicado)
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ANEXO 9
Figura 3: Contenido en agua (g agua/100 g biomasa fresca) y lipidos (g

lipidos/100 g subproducto) de palometa, congrio colorado y salmon.

g/100 g

Higado de
salmén

Viscera de

Viscera de
salmoén

Viscera de
congrio

palometa
m Contenido de agua

m Contenido Lipidico

*Los valores corresponden a media + DE. ANOVA, dentro de contenido de agua y contenido
lipidico, los valores que comparten la misma letra no indican diferencias significativas (prueba de

Tukey, p <0,05).
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ANEXO 10

Figura 4: Comparacion del rendimiento de extraccién de la fraccion lipidica en
subproductos frescos y secos obtenidos con el método de Folch.

P N W D 00O N
O O O O O o o

g lipidos/100g subproducto

o

Viscerade Viscerade Viscerade Higado de
palometa congrio salmoén salmoén

mFRESCO ®mSECO

*Los valores corresponden a media + DE. Dentro de cada subproducto de pescado, los valores que
comparten la misma letra no indican diferencias significativas prueba t de Student.
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ANEXO 11

Tabla 7: Perfil de acidos grasos en visceras de palometa (Seriola lalandi)) y sus fracciones lipidicas, tanto en fresco como
en seco expresado en porcentaje sobre el total de acidos grasos.

Fresco Seco
Acido graso Directa Folch Hexano:isopropanol Hexano Directa Folch Hexano:isopropanol Hexano Soxhlet
14:0 2,39 +0,02° 2,40 + 0,06° 2,76 +0,02% 3,06 +0,16° 2,67 +0,01% 3,21 +0,04° 3,25 +0,45° 3,12 +0,03° 2,87 +0,09%
16:0 18,31 £ 0,06° 18,88 + 0,35 20,07 0,05 20,11 £0,91° | 19,81 £0,25* 21,76 £ 0,13 22,58 £0,74° 22,42+0,08° 20,98 £0,52°°
18:0 8,56 + 0,22° 8,54 + 0,08° 8,96 + 0,07% 8,28 +0,34° 9,08 +0,21* 10,79 +0,04° 9,59 + 0,50 10,39 + 0,03 9,14 +0,11%®
Total AGS 29,26 +0,23% 29,82 + 0,36 31,79 + 0,09 31,45+0,98" | 31,56+0,33*° 35,76 +0,14™ 35,42 + 1,00 36,09 + 0,09" 32,99 + 0,54
16:1n7 3,58 +0,12° 3,38 +0,09° 3,97 +0,06® 4,32 +0,30” 3,85 +0,07% 4,42 £0,01™ 4,43 +0,36™ 4,69 +0,01° 3,99 +0,15%
18:1n9 18,35+ 0,11% 19,94 + 0,67 18,74 £ 0,23 17,75+0,85* | 18,21+0,10° 19,29 + 0,23 20,44 + 0,26 21,57 +£0,06" 19,37 £0,46™
18:1n7 3,23 +0,01% 3,24 £0,07™ 3,04 +0,01% 3,03 +0,23° 2,98 +0,11° 3,46 + 0,01 3,33+0,15™ 3,57 +0,01° 3,40 £0,12%*
20:1n9 0,88 +0,06" 1,12 £ 0,03 0,97 +0,02*° 0,92 £0,08* | 0,94+0,02*° 1,04 £0,01™ 1,04 + 0,08 1,10 £ 0,01 1,01 + 0,04
Total AGMI 26,04 + 0,172 27,68 + 0,68 26,72 + 0,24%° 26,02+0,93 | 2598+0,17%° 28,21 +0,23* 29,24 + 0,48 30,93 + 0,06" 27,77 + 0,50
18:2n6 1,24 £0,03° 1,85 +0,16" 1,21 +£0,04° 1,30 £ 0,02° 1,17 £0,02* 1,21 +0,08* 1,37 £0,21% 1,24 +0,00* 1,20 £ 0,02*
20:4n6 2,67 +0,13° 2,40 +0,08% 2,37 +0,04% 2,36 +0,15™° | 2,36+0,08™° 1,95+ 0,03% 2,01 0,23 1,91 +0,01° 2,32 +0,07*
18:3n3 0,61 + 0,04° 0,76 + 0,02 0,58 +0,01° 0,68 + 0,05° 0,57 £0,02° 0,53 +0,09" 0,82 +0,35" 0,52 +0,01* 0,58 +0,01°
20:4n3 0,52 +0,15° 0,61 +0,01° 0,53 +0,01° 0,57 +0,07° 0,53 +0,01° 0,41 +0,01° 0,52 +0,01° 0,47 £0,01° 0,52 +0,02°
20:5n3 (EPA) 6,93 +0,18° 5,90 + 0,08% 5,89 + 0,01%° 6,03 + 0,69% 5,77 + 0,20% 5,26 + 0,06" 5,30 £ 0,66" 5,45 + 0,08° 6,01 £ 0,15%
22:5n3 3,05 +0,15° 3,02 + 0,05 2,72 £0,04% 2,68+0,01® | 2,71+0,08® 2,01 +0,02° 2,35 + 0,30 2,11+0,01° 2,82 +0,01°
22:6n3 (DHA) 24,93 +0,19* 21,90 + 0,96 23,03 + 0,60 22,50+ 0,95 | 22,96+0,25" 19,52 +0,31* 19,96 + 1,03 18,88 £0,13° 21,02 +0,73"*
Total AGPI 39,95 + 0,362 36,44 + 0,98 36,33 + 0,60 36,12+ 1,19 | 36,07+0,34* 30,89 +0,34° 32,33+ 1,34 30,58 + 0,15° 34,47 + 0,75
Total AGPIn-6 3,91 +0,13% 4,25 +0,18" 3,58 + 0,06™ 3,66 +0,15% 3,53 +0,08™ 3,16 + 0,09° 3,38 £0,31% 3,15 £ 0,01° 3,52 £0,07%
Total AGPIn-3 36,04 + 0,34% 32,19 + 0,96* 32,75 + 0,60 32,46 +1,18%° | 32,54+0,33° 27,73+0,33" 28,95 + 1,31 27,43 +0,15° 30,95 + 0,75
Otros 4,81 0,01 6,11+0,37° 5,21 +1,05° 6,44 +0,05° 6,44 +0,53° 5,18 +0,19° 3,05 +0,87% 2,60 £0,01° 4,83 £0,46%
*Los valores corresponden a media = DE (por duplicado). ANOVA, dentro de cada AG, los valores que comparten la misma letra no indican

diferencias significativas (prueba de Tukey, p <0,05).
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ANEXO 12

Tabla 8: Perfil de acidos grasos en visceras de congrio (Genypterus chilensis) y sus fracciones lipidicas, tanto en fresco
como en seco expresado en porcentaje sobre el total de acidos grasos.

Fresco Seco
Acido graso Directa Folch Hexano:isopropanol Hexano Directa Folch Hexano:isopropanol Hexano Soxhlet
14:0 3,19 +0,13° 4,38 +0,02° 4,37 +0,01° 4,38 +0,01° 3,44 +0,03° 4,43 +0,02° 4,45 + 0,09° 4,49 +0,02° 4,46 +0,02°
16:0 17,05+0,04* 19,36 +0,15° 19,19 + 0,02° 17,67 +0,12* | 19,23+0,13" 19,56 + 0,23" 19,44 +0,42° 19,42 +0,25° 18,94 +0,11°
18:0 5,61 +0,65™ 5,78+ 0,05 5,61 +0,11*° 4,80 + 0,03 6,22 + 0,03° 5,68 + 0,07% 5,56 + 0,11% 5,54 + 0,12%° 5,27 + 0,05%
Total AGS 25,85 +0,66° 29,52 +0,16" 29,17 +0,11° 26,85+ 0,12°° | 28,89+0,14° 29,67 +0,24° 29,45 + 0,44° 29,45 +0,28° 28,67+ 0,12™
16:1n7 9,86 + 0,37% 9,60 + 0,16° 9,67 +0,02° 10,26 +0,11° 9,95 + 0,04% 9,90 + 0,06% 9,78 + 0,06™ 9,99 + 0,05% 9,85 + 0,04*
18:1n9 16,47 +0,16* 16,84 + 0,397 17,08 + 0,06* 17,11+ 0,16*° | 17,46 + 0,10 17,46 + 0,32 17,43 + 0,28 17,82 +0,17° 16,97 + 0,04
18:1n7 5,24 +0,16° 6,81 +0,03" 6,82 +0,03" 6,71 +0,11° 7,02 +0,05° 6,97 + 0,06" 6,92 + 0,06" 7,03+0,11° 6,95 + 0,02°
20:1n9 0,66 + 0,11° 1,14 + 0,08* 1,19 + 0,01% 1,07 + 0,01® 1,59 + 0,04° 1,17 + 0,02*° 1,18 + 0,00%° 1,22 + 0,01 1,56 +0,52°
Total AGMI 32,23 +0,45° 34,39 +0,43" 34,76 +0,07° 35,15+0,22° | 36,02+0,13" 35,5 +0,33" 35,31 + 0,29° 36,06 +0,21°  35,33+0,52°
18:2n6 1,20 + 0,04° 1,05+ 0,03% 1,09 + 0,01° 1,07 + 0,012 1,05 + 0,022 1,15+0,11% 1,15 + 0,052 1,22 + 0,05 1,04 +0,01°
20:4n6 4,28 +0,03° 2,85 + 0,04 2,86 + 0,05 2,93 + 0,02 2,96 + 0,04° 2,66 +0,07° 2,78 +0,03™ 2,64 + 0,05 2,66 + 0,04
18:3n3 0,27 +0,01° 0,35 + 0,01° 0,32 +0,03° 0,38 + 0,01° 0,34 +0,01° 0,40 + 0,05° 0,36 + 0,01° 0,36 + 0,08° 0,37 +0,01°
20:4n3 0,40 + 0,06® 0,43 + 0,03% 0,50 + 0,01° 0,49 +0,01° 0,37 +0,01° 0,47 + 0,00% 0,49 +0,02° 0,48 + 0,02%° 0,47 + 0,04®
20:5n3 (EPA) 13,31+0,70° 11,30 + 0,06° 11,48 +0,16° 12,05 +0,44% | 11,09 + 0,06" 11,20 + 0,34° 11,25 + 0,45° 11,06 +0,38° 11,35+ 0,06"
22:5n3 4,11 +0,01* 4,43 +0,02" 4,50 + 0,03 4,52 +0,16° 4,00 +0,01° 4,34 +0,16™ 4,41 + 0,15 4,38 +0,12°  4,46+0,01"
22:6n3 (DHA) 15,32 +0,28° 13,00 + 0,05™ 13,30 + 0,09 13,71+0,10° | 12,97 +0,11™° 12,56 +0,38° 12,82 + 0,51 12,40 +0,35° 12,91 + 0,11
Total AGPI 38,89 + 0,76° 33,41 +0,1° 34,05 + 0,20° 35,15+0,48° | 32,78+0,13° 32,78 +0,55" 33,26 +0,70° 32,54 +054°  33,26+0,14"
Total AGPIn-6 5,48 + 0,05° 3,9 +0,05° 3,95 + 0,05° 4+0,02° 4,01 +0,04° 3,81+0,13" 3,93 + 0,06" 3,86 + 0,07° 3,7+0,04°
Total AGPIn-3  33,41+0,76 29,51 + 0,09° 30,1 +0,19° 31,15+0,48%" | 28,77+0,13"° 28,97 +0,54° 29,33 +0,70° 28,68 +0,54° 29,56 +0,13"
Otros 3,07 £ 0,52° 2,71 +0,83° 2,05+ 0,28° 2,90 + 0,42° 2,34 +0,47° 2,09 + 0,05° 2,02 + 0,06° 2,00 + 0,06% 2,78 +0,64°

*Los valores corresponden a media = DE (por duplicado). ANOVA, dentro de cada AG, los valores que comparten la misma letra no indican
diferencias significativas (prueba de Tukey, p <0,05).
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ANEXO 13

Tabla 9: Perfil de acidos grasos en visceras de salmén (Salmo salar) y sus fracciones lipidicas, tanto en fresco como en
seco expresado en porcentaje sobre el total de acidos grasos.

Fresco Seco

Acido graso Directa Folch Hexano:isopropanol Hexano Directa Folch Hexano:isopropanol Hexano Soxhlet
14:0 1,87 +0,02% 1,95 + 0,00° 2,01 +0,00° 2,00 +0,02° 2,01+0,01° 2,00 +0,02° 2,02 +0,04° 1,99 +0,01° 2,01+0,01°
16:0 10,52 +0,44® 10,27 + 0,05° 11,05 + 0,08 10,89 +0,03*° | 11,21+0,00° 11,12 +0,03" 11,22 +0,23° 11,06 + 0,01 11,14 + 0,07
18:0 3,01 +0,21° 3,51 +0,02° 3,92 +0,05° 3,86 + 0,01° 4,04 +0,03° 3,97 +0,01° 3,96 + 0,04° 3,96 + 0,01° 3,97 +0,03°
Total AGS 15,4+ 0,49 15,73 +0,05% 16,98 + 0,09 16,75+ 0,04 | 17,26 +0,03° 17,09 + 0,04° 17,2 + 0,24° 17,01 +0,02° 17,12 +0,08°
16:1n7 2,59 + 0,05° 2,58 + 0,01° 2,56 +0,02° 2,56 +0,01° 2,56 + 0,00° 2,54 +0,01° 2,54 +0,01° 2,54 +0,01° 2,55+ 0,02°
18:1n9 39,46 + 0,38 41,06 + 0,06" 40,83 + 0,04° 40,55 +0,14%° | 41,09+0,28° 40,47 +0,06® 40,83 +0,76" 40,54 + 0,07 40,74 +0,06°
18:1n7 2,71 +0,06° 3,16 + 0,00° 3,17 +0,01° 3,13 +0,02° 3,23 +0,10° 3,13 +0,01° 3,16 + 0,06" 3,13 +0,01° 3,15 + 0,02°
20:1n9 2,00 +0,18° 2,44 +0,18° 2,17 +0,01® 2,32+0,01* | 2,37+0,04®  2,23+0,12* 2,24 +0,10% 2,33 +0,01% 2,25+ 0,10
Total AGMI 46,76 + 0,43 49,24 +0,19" 48,73 + 0,05 4856 +0,14®° | 49,25+0,3° 48,37 +0,13" 48,77 +0,77% 48,54 + 0,07 48,69 + 0,12%
18:2n6 19,11 +0,11* 17,10 +0,06" 17,12 + 0,04 17,04 +0,04° | 17,47 +0,04° 16,89 +0,01° 16,97 +0,21° 16,90 +0,06° 16,93 + 0,06"
20:4n6 0,54 +0,30° 0,35+ 0,02° 0,41 + 0,05 0,37 +0,01° 0,37 + 0,007 0,43 +0,01° 0,41 +0,02° 0,42 +0,00° 0,38 + 0,03°
18:3n3 6,03 +0,07° 5,10 + 0,03" 5,03 + 0,01™ 4,97 +0,01™ 4,91 +0,02° 4,93 +0,03° 4,94 +0,04° 4,93 +0,02° 4,92 +0,03°
20:4n3 0,99 + 0,06° 0,72 +0,01° 0,60 + 0,01° 0,63+0,01° | 0,63+0,01™ 0,62 +0,01° 0,62 +0,02° 0,63 + 0,01™ 0,60 + 0,04°
20:5n3 (EPA) 3,49 +0,07° 3,06 + 0,04° 2,87 +0,03° 2,82 +0,01° 2,81 +0,02° 2,83+0,02° 2,82 +0,04° 2,83+0,01° 2,78 +0,04°
22:5n3 1,60 + 0,042 1,22 +0,00° 1,23 +0,02° 1,24 +0,01° 1,23 +0,00° 1,22 +0,01° 1,20 + 0,06" 1,23 +0,00° 1,21 +0,00°
22:6n3 (DHA) 4,41 + 0,05 4,00 £ 0,05° 3,96 + 0,02° 3,87 +0,04° 3,91 +0,04° 3,95 +0,03" 3,90 + 0,06" 3,95 +0,15" 3,82 +0,06°
Total AGPI 36,17 +0,35° 31,55 +0,10° 31,22 +0,08° 30,94 +0,06° | 31,33+0,06° 30,87 + 0,05 30,86 + 0,23" 30,89 +0,16° 30,64 +0,11°
Total AGPIn-6 19,65+ 0,32 17,45+ 0,06" 17,53 + 0,06" 17,41+0,04° | 17,84+0,04° 17,32 +0,01° 17,38 +0,21° 17,32 +0,06° 17,31 +0,07"
Total AGPIn-3 16,52 + 0,13% 14,1 +0,07" 13,69 + 0,04 13,53+0,04° | 13,49 +0,05° 13,55 + 0,05 13,48 + 0,10° 13,57 +0,15™ 13,33 + 0,09
Otros 1,71+ 0,212 3,51 + 0,02 3,12 + 0,04 3,79 +0,11° 2,17 +0,19% 3,71 +0,05° 3,20 + 1,097 3,61 +0,08™ 3,58 +0,18™

*Los valores corresponden a media = DE (por duplicado). ANOVA, dentro de cada AG, los valores que comparten la misma letra no indican
diferencias significativas (prueba de Tukey, p <0,05).
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ANEXO 14

Tabla 10: Perfil de acidos grasos en higado de salmén (Salmo salar) y sus fracciones lipidicas, tanto en fresco como en
seco expresado en porcentaje sobre el total de acidos grasos.

Fresco Seco
Acido graso Directa Folch Hexano:isopropanol Hexano Directa Folch Hexano:isopropanol Hexano Soxhlet
14:0 1,16 + 0,03* 0,98 +0,04* 0,98 +0,01° 1,28 0,01 1,07 £0,23* 1,15+ 0,01* 1,30 £ 0,02 1,22 0,01 1,22 £ 0,02
16:0 12,49 +0,10° 12,49 +0,23" 12,16 + 0,07 11,54 +0,08™ | 13,30+0,35° 12,56 + 0,04* 13,19 + 0,09 11,39 +0,10° 11,72 +0,06™
18:0 4,87 +0,04* 5,76 + 0,10° 5,58 +0,01"* 4,55 +0,06° 6,51 + 0,06' 5,65 + 0,04 5,42 +0,01° 5,55 + 0,05% 5,70 £ 0,01
Total AGS 18,52+ 0,11 19,23 + 0,25 18,72 + 0,98 17,37+ 0,10 | 20,88+0,42° 19,36 + 0,06™ 19,91 + 0,09™ 18,16 £ 0,11 18,64 + 0,06
16:1n7 1,79 £ 0,03* 1,51 +0,12* 1,55 +0,02* 2,06 +0,00° 1,68 +0,33" 1,79 £ 0,01® 1,87 £ 0,03* 1,93+ 0,01 1,95 + 0,04
18:1n9 28,68 +0,31* 29,79 £0,25% 28,92 + 0,07 30,90 + 0,49 | 29,89 +0,78" 30,15+ 0,21*° 31,40 £ 0,11°* 32,22+0,08°  32,43+0,46°
18:1n7 2,75+ 0,02° 2,81 40,03 2,73 +0,03° 2,79 +0,04% 2,98 +0,34% 3,01 £0,01% 3,23 +0,06° 3,17 +0,02% 3,14 +0,03%
20:1n9 1,19 £ 0,04 1,43 £ 0,03 1,40 £ 0,04 1,35+0,06® | 1,64+0,66™  1,80+0,01™ 1,96 + 0,09* 2,30 £0,00° 2,20 + 0,02
Total AGMI 34,41+0,31* 3554+ 028" 34,60 £ 0,09° 37,10 +0,50™ | 36,19 +1,13® 36,75+ 0,21*° 38,46 + 0,16 39,62 £0,08° 39,72 +0,46°
18:2n6 12,06 £ 0,08° 11,36 £0,07° 11,17 £0,17° 12,53+0,07° | 10,35+0,19° 10,48 £+0,07° 11,17 £0,18" 11,47 £0,03° 11,01 £0,07°
20:4n6 2,79+0,07° 2,80 +0,03° 2,99 +0,03° 2,86 + 0,05° 2,80+ 0,62° 2,31 +0,02% 1,73 +0,03" 2,18 £0,02®  2,25+0,04™
18:3n3 4,77 £0,14° 4,09 £ 0,04 4,02 0,01 4,40 £0,04% 3,55 +0,28° 3,70 £ 0,01°® 3,62 +0,09% 3,79+0,01°° 3,69 +0,01°
20:4n3 0,93 +0,04* 0,82 £0,02** 0,88 +0,03** 0,90 + 0,00% 0,77 £0,01° 0,86 £ 0,01 0,77 £ 0,08 0,80 +0,00™ 0,80 +0,02*°
20:5n3 (EPA) 7,70 +0,28° 6,96 + 0,06™ 7,06 + 0,04% 7,29+0,21* | 6,23+0,95™ 572 +0,05™ 5,84 + 0,05™ 5,25 + 0,06° 5,53 +0,10°
22:5n3 2,39+0,01° 2,43+0,01° 2,47 +0,04° 2,03+0,03° 2,48 +0,06° 2,74+0,01° 2,23 +0,02° 2,38 £0,04° 2,41 £0,06°
22:6n3 (DHA) 14,91 +0,10° 14,79 £ 0,46° 14,83 + 0,13 13,40 £0,30° | 13,98+0,69"° 14,18 +0,18" 13,34 +0,29° 12,87 £0,12° 12,96 £ 0,31°
Total AGPI 4555+ 0,357 43,25+ 0,47% 43,42 +0,23% 43,41 0,38 | 40,16 +1,37° 40,99 + 0,20 38,70 + 0,37° 38,74+0,14° 38,65+ 0,34°
Total AGPIn-6 14,85 +0,11*° 14,16 + 0,08™° 14,16 + 0,17*° 15,39+ 0,09* | 13,15+0,65* 12,79 +0,07° 12,90 + 0,18" 13,65+ 0,04 13,26 +0,08"
Total AGPIn-3 30,70+ 0,33 29,09 + 0,47%° 29,26 + 0,15 28,02 +0,37* | 27,01+1,21° 27,20 + 0,19 25,80 + 0,32° 25,09+0,14° 2539+ 0,33°
Otros 1,54 + 0,04 2,01+0,11° 3,28 + 0,08 2,14 +0,01° 2,80 +0,05° 3,95 +0,04° 2,97 + 0,30 3,53 +0,33“ 3,03 +0,18%

*Los valores corresponden a media = DE (por duplicado). ANOVA, dentro de cada AG, los valores que comparten la misma letra no indican
diferencias significativas (prueba de Tukey, p <0,05).
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ANEXO 15

Figura 5: Contenido en EPA, DHA, AL Y ALA de subproductos de palometa,
congrio y salmon.

EPA DHA AL ALA

m Viscera de palometa ® Viscera de congrio
= Viscera de salmé6n mHigado de salmén

*Los valores corresponden a media + DE, ANOVA. Dentro de cada &cido graso (EPA, DHA, AL,
ALA) los valores que comparten la misma letra no indican diferencias significativas (prueba de
Tukey, p <0,05).
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ANEXO 16

Figura 6: Esquema comparativo del contenido en EPA y DHA en visceras de
pescado de acuicultura y salvaje en funcion de la alimentacion.

Peces de acuicultura

Peces salvajes

Aceites de semillas
vegetales ricos en AGPIn- t4
6 y AGPIn-3: maiz, soja peces, —crustaceos,

jaibas, plancton, krill
entre otros.

[ l

Camarones, otros

Viscera de Viscera de Viscera de
salmon congrio: palometa:

EPA 3,49% EPA 13,31% EPA 6,93%
DHA 4,41% ) DHA 15,32% DHA 24,93%

Sun y cols (2006)

v | Viscera de
He y cols (2011) | | salmon atlantico Sahena y cols
Viscera de palometa | | (acuicultura- (2010) Viscera de
(acuicultura-Australia) | | EEUU) caballa  (salvaje-
EPA: 4,60% EPA: 7,91% Malasia)
DHA: 3,60% DHA: 6,99% EPA: 9,23%
DHA: 9,96%

*Recuadros negros: porcentaje de EPA y DHA sobre el total de acidos grasos obtenidos en esta
investigacion.

*Recuadros purpura: porcentaje de EPA y DHA sobre el total de acidos grasos obtenidos en
proyectos de otros autores.
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