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Resumen y Abstract IX

Resumen

En términos de atributos sensoriales, la preferencia de consumo de productos acuicolas
como la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) se encuentran influenciada por la
coloracién rosado-rojo de su filete. La coloracion caracteristica de los salménidos
silvestres se presenta debido al consumo de carotenoides en la dieta en condiciones
naturales procedente de crustaceos principalmente, y se asocia con mayor calidad de su
carne como alimento. En la alimentacion de trucha arco iris cultivada en sistemas
controlados, de hecho, se emplean colorantes sintéticos, incluyendo sustancias
carotenoides de sintesis (especialmente xantéfilas), con el objetivo de lograr una
pigmentacion de la carne similar a aquella lograda en condiciones naturales de

crecimiento.

Por otra parte, una de las principales problematicas de la industria acuicola,
especialmente del manejo de productos de pescado en fresco, es el rapido deterioro
debido a dafios microbianos, enziméticos y quimicos, siendo sus lipidos y proteinas
particularmente propensos a dafios por reacciones de tipo oxidativo. De hecho, debido a
la alta susceptibilidad de los acidos grasos del pescado a los procesos oxidativos, que
afectan el perfil sensorial y el valor nutricional, los indices de oxidacién son una prioridad
en el control de calidad de estos productos. Por este motivo, existe un gran interés en el
desarrollo de estrategias de conservacion del pescado y de los productos pesqueros

enfocados en retardar la degradacion lipidica y proteica.

En este estudio preliminar, se evalué el efecto del uso de carotenoides extraidos del
polen apicola sobre color y la calidad del filete de trucha truchas arco iris (Oncorhynchus
mykiss) en refrigeracién. Se alimentaron un total de 144 truchas con un peso inicial de
206,3 £ 6,2 g durante 8 semanas, utilizando cuatro dietas experimentales: a) sin adicion
de carotenoides (C-), b) con adicién de astaxantina sintética (50 mg kg?) (C +), c)
carotenoides de polen extraidos en aceite vegetal (25 mg kg?) (P1), y d) carotenoides de

polen extraidos en aceite vegetal (50 mg kg™?) (P2). Se evaluaron parametros durante el
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periodo de cultivo como ganancia de peso-GP, ganancia de longitud-GL, tasa de
crecimiento especifico-TCE, factor de condicion-FC, indice hepatosomético-IHS e indice
vicerosomédtico-IVS. Las truchas fueron sacrificadas, y los filetes obtenidos fueron
almacenados durante un periodo de 21 dias en refrigeracion a 0 + 2 °C, para evaluacion
de pardmetros fisicos (color), quimicos (composicion proximal, perfil lipidico, pH,
nitrégeno basico volatil total-N-BVT, valor de perdxidos-VP y &cido tiobarbitarico-SR-
TBA), microbiolégicos y sensoriales (en el filete fresco y cocido).

Al final del periodo de cultivo de 56 dias, el uso de carotenoides en la dieta de las
truchas no afecté parametros como la GP, GL, TCE, FC e IHS (p>0,05). Se encontraron
diferencias significativas en IVS de los diferentes tratamientos (p<0,05). El analisis de
calidad muestra que el valor nutricional de los filetes de trucha de los grupos tratados
con las dietas P1, P2 y C- tuvieron menor contenido de agua y mayores niveles de
proteina, grasa y cenizas en comparacion con el grupo C+ (p<0,05). No hubo diferencias
entre los grupos de filetes cocidos en atributos sensoriales como aroma, sabor y textura
(p>0,05). La evaluacién instrumental y sensorial muestra que los filetes frescos del grupo
C+ obtuvieron los puntajes mas altos de color y mayor deposicion de carotenoides en el
filete, en comparacién con los otros grupos (p<0,05). La inclusién de carotenoides en la
dieta de los peces fue eficiente para mantener bajos niveles de pH, N-BVT, VP y SR-
TBA, incluso hasta el dia 21 del periodo de refrigeraciéon, en comparacién con una dieta

sin adicion de carotenoides.

Palabras clave: Apis mellifera, polen apicola, aceite vegetal, carotenoides totales, color,

oxidacion lipidica.
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Abstract

In terms of sensory attributes, the preference for consumption of aquaculture products
such as rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) is influenced by the red-pink coloration of
its fillet. The characteristic coloration of wild salmonids occurs due to the consumption of
carotenoids in the diet under natural conditions mainly from crustaceans, and this is
associated with higher quality of their meat as food. The culture of rainbow trout in
controlled systems, in fact, dyes are used commercially, including carotenoids synthetic
(especially xanthophylls), with the aim of achieving a pigmentation of the fillet similar to
that achieved under natural growth conditions.

Besides, one of the main problems of the aquaculture industry, especially the
management of fresh fish products, is the rapid deterioration due to microbial, enzymatic
and chemical damage, with its lipids and proteins particularly prone to damage by
oxidation reactions. In fact, due to the high susceptibility of fish fatty acids to oxidative
processes, which affect the sensory profile and nutritional value, oxidation rates are a key
in the quality control of these products. For this reason, there is great interest in the
development of conservation strategies for fish-derived foods focused on slowing down

lipid and protein degradation.

In this preliminary study, the effect of the use of carotenoids extracted from bee pollen on
color and the quality of trout fillet rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) in refrigeration
was evaluated. A total of 144 rainbow trout with an initial weight of 206.3 + 6.2 g were fed
for 8 weeks with one of four experimental diets: a) no added carotenoids (C-), b) with
addition of synthetic astaxanthin (50 mg kg?) (C+), c) with bee pollen carotenoids
extracted in vegetable oil (25 mg kg?) (P1), and c) with bee pollen carotenoids extracted
in vegetable oil (50 mg kg?) (P2). Parameters such as weight gain-GP, length gain-GL,
specific growth rate-TCE, condition factor-FC, hepatosomatic index-IHS and vicero
somatic index-1VS, were evaluated during the culture period. The trout were slaughtered,
and the fillets obtained were stored during a period of 21 days at 0 + 2 °C, for evaluation

of physical (color), chemicals (proximal composition, lipid profile, pH, total volatile basic
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nitrogen-N-BVT, peroxide value-VP and thiobarbituric acid-SR-TBA), microbiological and
sensorial (in the fresh and cooked fillet) parameters.

At the end of the 56-day culture period, the use of carotenoids in the trout diet does not
affect parameters such as GP, GL, TCE, FC and HIS (p>0.05). Significant differences
were found in IVS of different groups (p <0.05). The quality analysis shows that the
nutritional value of the trout fillets of groups treated with diets P1, P2 and C-, had lower
water content and higher levels of protein, fat and ash compared with the C+ group
(p<0.05). There were no differences between groups of fillets cooked in sensory
attributes such as aroma, flavor and texture (p>0.05). The instrumental and sensory
evaluation shows that fresh fillets of the C+ group obtained the highest color scores and
the highest deposition of total carotenoids in fillet, in comparison with the other groups
(p<0.05). The inclusion of carotenoids in the diet of the fish was efficient to maintain low
levels of pH, N-BVT, VP and SR-TBA, even up to day 21 of the cooling period, compared

to a diet without addition of carotenoids.

Keywords: Apis mellifera, bee pollen, vegetable oil, total carotenoids, color, lipid

oxidation.



Contenido X1

Contenido
Pag.
RESUMIEBIN oo e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e nnnnna e e e e e eennne IX
IS vz Wo [ T U= USSR XVII
LiStA 0 TAIDIAS ...ttt XVIII
LiSta 08 @DIEVIAIUIAS .....eeeieiiiiiiiiiee et e e e e e e e XIX
g1 g oo [UTolol[o] o HUNR PP P PP PP PPPPPPPPPPPPP 1
HIPOLESIS Y ODJELIVOS .....ceiiieiiiieie et e e et e e e e e e e e 4
[ [T 0T0] (=S LSS 4
(@] oTT= 1)V o T =] =] - | USSP 4
ODbjJetiVOS ESPECITICOS ....vveeiiiieeiiiiieee et a e e e 4
Y =T T B =T o o B PP P PP PP PPPPPPPPPPPPP 5
1.1. Generalidades de 10S CarOtENOIOES. .........uuuuuuueriiiieiiieiieeiiiiieieeaeeeebeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaee 5
1.1.1.EXtracCiOn de CarOteNOIAES ..........oiiuuiiriiiiee ettt e ettt e e e e et e e e e e e e aaans 8
1.2. Entorno de la produccion de trucha en Colombia ............ooooviiiiiii i, 8
1.3. Carotenoides en la dieta de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) ..............ccc.eee. 10
1.3.1. MetaboliSmMO Y @bSOICION .......ccooiiiece e eaanns 11
1.3.2. Efecto de los carotenoides sobre el color del filete ..., 13
= Evaluacion del color en salmOnidOS. ..........eeeiiieiiiiiiiiiiiiiiae e 15
1.3.3. Efecto de los carotenoides sobre el valor nutricional del filete ................cccccvvvnenes 19
1.3.4. Efecto de los carotenoides sobre el estatus Sanitario ....................eeeveeeeeeieeiiiiinnnn. 20
1.3.5. Efecto de los carotenoides sobre la oxidacion lipidica ............ccveevveeeeniiiiiiiiieennnn. 21

1.4. Entorno de la apicultura en Colombia ..........cooiiiiiiiiiii e 25



XV Influencia de la adicién de extractos de carotenoides naturales en la dieta de
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) sobre la pigmentacion y estabilidad del

filete
ST =0 ] =T g T o1 [olo] = RS 25
1.5.1. Origen DOANICO ....cciiiiiiieeee et e e e a e e e e 26
1.5.2. Composicion quimica y nutricional del polen apicola colombiano........................... 26
= Contenido de NUMEAM.........cooiiiiiiiiii e 27
B CArbONIArALOS .....coveiiiiiiiiiieieeee e 27
B FBra IBTAIIA. .. eeeeeeeeie e 27
B AZUCAIES FEAUCTOIES ...ttt e e ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 27
» Lipidos 28
=  Proteina 29
= Cenizas 30
B COMPUESLOS DIOACTIVOS ......ceviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 31
1.5.3. Uso de polen apicola en alimentacion de animales domésticos ............ccccceeeeeen... 31
2. MAterialeS Y MEBLOTOS .....cooeiiiiiiiiiiei et e e e e e e e e e eeeaaeas 35
2.1, POIEN @PICOIA ... 35
2.2. EXtraccion de CaroteNOIAES ...........ouieiiiiiiiiiiiii e et 36
2.2.1. Determinacion de caroten0ides tOtaleS. ........ccueviiiiiiiiiiiiie e 36
B ENPOIEN APICOIA ...uieii e 36
= En aceite vegetal (AV) y aceite vegetal pigmentado (AVP) .........ccoovvvviiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 37
2.3. Dietas eXPeriMENTAIES ... .o 37
2.4. Condiciones Yy Manejo de [0S PECES ......cceiiiiiiiiiiie e 39
2.4.1. Evaluacion de parametroS ZOOIECNICOS ......ceiieeeiiiiiiiiiiieee e e et e e e e e iieereee e 40
2.5. Calidad y estabilidad del filete .........coooiiiieeeee e 42
P2 T I AN g =1 1S RS 1 0 )] - 1 42
2.5.2. Perfil NPIAICO ... ettt e et e e e e e e et eeaaeas 43
AR TRC B AN Q F=1 15T ES o T o o] o] o] 0o oo R 43
2.5.4. ANAIISIS SENSOMAL.....ciiiiiiiiiiiiiie et e e e e eeeeas 44

= Evaluacion del color y contenido de carotenOIides............covuvviiieiieeeeeiiiiiiiieee e 44



Contenido XV

2.5.5. MediCiON del PH ....coviiiei e 45
2.5.6. Nitrégeno basico volatil total (N-BVT) ... 45
ST VL1 (o g o L= o 1T o )T [0 1 T 46
2.5.8. Sustancias reactivas al acido tiobarbitlrico (SR-TBA) .......ccccoviiiiiiiriieieeeeniiiene 47
3. ReSUAOS Y AISCUSION ... 49
3.1, POIEN @PICOIA.... ..o 49
G700 0 @ T T =1 o T o 0] 71 o 1o o 49
3.1.2. Contenido de CArOtENOIAES .........uuiiiiieiiiiiiiii et e e 51
I Y oTo] =T g I=T o1 (oo ] - TR PP TP P TTTPPPPPPI 51
= En aceite vegetal (AV) y aceite vegetal pigmentado (AVP) .......cccocvveeiiiiiiiiiiiieeeenn. 51
3.2. Composicion proximal de las dietas. ..o, 53
3.3. Parametros de desempefio e indices Corporales .........covvveeiiieeiiiiiiiiiiiiee e, 54
3.3.1. Andlisis global de los datos durante el periodo de Cultivo ............cccceeeiiiiiiiiiiiinnnnnn. 57
3.4. Evaluacion del filete en refrigeracion ............cccceeiiiiiiiiiiiee e 60
3.4.1. Calidad del filete .......coe oo 60
B ComMPOSICION PrOXIMAL ......ouiuiiiiiei e e e e e et s e e e e e e e ees e s e eeeaeennnes 60
B Perfil HPIAICO it 62
3.4.2. AnAlisis MICrODIOIOQICO. .........ceeiiiiiiii e e 65
3.4.3. ANAIISIS SENSOMAI ......eeiiiiieeiii e e e e 65
=  Colory contenido de carotenoides totaleS (CT).......uuurururrmmmmmmmriiiiiiiiiniiiiniieneenennnnenees 67
3.4.4. Estabilidad del filete..........coo i 70
B NIV T8 PH e 70
=  Nitrégeno basico Volatil total (N-BVT)........eeeiiiiiiiiiiiiieiiee e 73
IV 1 (o] o [ o= o )T [0 SN (V4 = 74
»  Sustancias reactivas al acido tiobarbitlirico (SR-TBA) ........ccoceiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeennn 75
3.4.5. Andlisis global de los datos durante el periodo de refrigeracion.................ceeoo..... 76
4. Conclusiones Yy reCOMENAACIONES .......ccoieiiiiiiiai e ee et e e e e eeati e e e e e e eeeeeen e aeeeeas 79

I 0o o [ [ DY (0] 4 [ ST TP 79



XVI Influencia de la adicién de extractos de carotenoides naturales en la dieta de
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) sobre la pigmentacion y estabilidad del

filete
4.2. RECOMENUACIONES. .....uiiiiiiiieeiiiiittie et e ettt e e e e e st e e e e e e e s r e e e e e e e e sinnrnees 81
5.Anexos 82
5.1. Anexo 1. Formato de prueba de aceptacion para consumidores...........cooeevvvveeeeennn. 83
5.2. Anexo 2. Metodologia andlisis microbioldgiCo.............ooeviiiiiiiiiiiic e, 84
5.3. ANeX0 3. SalMOFaN™ ... .. e 86
5.4. Anexo 4. Metodologia andlisis proximal .............cccooeeiiiiiiiiiiiii e 87

B. BIblIOGrafia......uvui i e 89



Contenido XVII

Lista de figuras

Pag.
Figura 1-1 Estructura de carotenoides usados en alimentos.................uvvveeiiiiiiiiiiiininnnnnns 7
Figura 1-2 Representacion de la absorcion intestinal de carotenoides .......................... 13
Figura 1-3 Proceso de oxidacion lIPidiCa ..........cuueeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeiiiee e 24
Figura 2-1 Distribucién de las jaulas en el estanque............coooeiiiiiiii e e, 40

Figura 3-1 Fotografias de los tipos polinicos encontrados en los tamices n°12 y n°16. . 50
Figura 3-2 AVP obtenido en diferentes proporciones de extraccion solido-liquido: 0,25:1,

0,5:1, 0,75:1y 1:1 wiv, polen:aceite vegetal. ..........ccoooeeiiiiiiiiiiiiie e 52
Figura 3-3 Score y Loading plot obtenidos mediante PCA de la suplementacion de trucha
arco iris con extractos de carotenoides durante 8 SEMaNas. ..........ccceeeevvveiirieeeeeeeeeneennnnns 59

Figura 3-4 Score y Loading plot obtenidos mediante PCA de la suplementacion de
trucha arco iris con extractos de carotenoides sobre parametros en los filetes evaluados
enlosdias 1, 7, 14y 21 en refrigeracion. .........coooeeeeee i, 77
Figura 5-1 Efecto de la suplementacion de trucha arco iris con extractos de carotenoides
sobre el color del filete (Escala SalmoFan™) ...........ccccoviiiiiiiii e 86



Contenido XVIII

Lista de tablas

Pag.
Tabla 1-1 Exportaciones de filetes frescos o refrigerados de trucha..............ccccvvveennn. 9
Tabla 1-2 Exportaciones de filetes congelados de trucha............ccoooeeeiee, 9
Tabla 1-3 Uso de carotenoides sintéticos y naturales en la dieta de trucha arco iris
(ONCOrNYNCAUS MYKISS) ...ttt sennnee 17
Tabla 1-4 Carbohidratos en polen apicola (en base SeCa).........cccceevviiiiiiiiiiieeeiiiiiiiiee 28
Tabla 1-5 Lipidos en polen apicola (en base SECa)............cuvvveeeiiieeiiiiiiiiiiiee e, 29
Tabla 1-6 Proteina en polen apicola (en base Seca)..........cccuuveviiieeiiiiiiiiiiiiec e 30
Tabla 1-7 Contenido de cenizas en polen apicola (en base seca) ........cccceeeveeeeeivvivnnnnnnn. 31
Tabla 1-8 Contenido de bio-compuestos en polen apicola (en base seca) ..................... 31
Tabla 3-1 Colores, codigos y taxones asociados a los tamices n°12y n°16.................... 50
Tabla 3-2 Contenido de carotenoides del AVP extraido en distintas proporciones ......... 52
Tabla 3-3 Composicién de las dietas experimentales (base himeda) ..............ccceuueeee. 53
Tabla 3-4 Efecto de la suplementacion de trucha arco iris con extractos de carotenoides
durante 8 semanas sobre parametros de desempefio e indices corporales.................... 55
Tabla 3-5 Efecto de la suplementacion de trucha arco iris con extractos de carotenoides
sobre la composicion de los filetes en el dia 1 de refrigeracion (base humeda) .............. 62

Tabla 3-6 Efecto de la suplementacion de trucha arco iris con extractos de carotenoides
sobre el perfil lipidico de los filetes en el dia 1 de refrigeracion (porcentaje de la fraccion
0] Co o7 ) PP PP PP 64
Tabla 3-7 Calidad microbiol6gica de los grupos de filetes de trucha almacenados en el
dia 1 de refrigeraCiON ..........coiii it e e e e e e 65
Tabla 3-8 Efecto de la suplementacién de trucha arco iris con extractos de carotenoides
sobre atributos sensoriales del filete en el dia 7 de refrigeracion ............ccccooeeeeiiviivinnnnnn. 67
Tabla 3-9 Efecto de la suplementacién de trucha arco iris con extractos de carotenoides
sobre el color y contenido de carotenoides de los filetes en el dia 1 de refrigeracion...... 68
Tabla 3-10 Efecto de la suplementacion de trucha arco iris con extractos de carotenoides
durante 8 semanas sobre la estabilidad del filete almacenado hasta 21 dias ................. 73



Contenido

XIX

Lista de abreviaturas

Abreviaturas

Abreviatura Término

AV Aceite vegetal

AVP Aceite vegetal pigmentado

CT Carotenoides totales

DHA Acido docosahexaenoico

DPA Acido docosapentaenoico

EPA Acido eicosapentaenoico

FC Factor de condicion

GL Ganancia de longitud

GP Ganancia de peso

IHS indice hepatosomatico

IVS indice vicerosomatico

N-BVT Nitrégeno basico volatil total

PCA Analisis de componentes principales
RP Residuo de polen

SR-TBA Substancias reactivas al acido tiobarbiturico
TCE Tasa de crecimiento especifico

VP Valor de peréxidos







Introduccidén

La pesca y la acuicultura son importantes fuentes de alimentos, nutricion, ingresos y
medios de vida para cientos de millones de personas en el mundo. El pescado
proporciona no soélo proteinas de elevado valor, sino también una gran variedad de
micronutrientes esenciales, que incluyen vitaminas D, A y B, minerales como calcio,
yodo, zinc, hierro y selenio, y acidos grasos poliinsaturados omega-3 como el acido
docosapentaenoico (DPA), acido docosahexaenoico (DHA), y el &cido eicosapentaenoico
(EPA) (FAO, 2012).

El pescado es uno de los productos alimenticios mas comercializados del mundo, cuya
produccion alcanzé en 2016 un maximo histérico de 171 millones de toneladas, y un
consumo per cipita de 20,3 kg. El fortalecimiento de la demanda y los precios mas
elevados incrementaron el valor de las exportaciones mundiales de pescado en 2017 a
152.000 millones de USD, de las que un 54 % procedia de paises en desarrollo (FAO,
2018).

El color de la carne es un factor importante en la industria acuicola, ya que este
determina la preferencia de los consumidores por especies como la trucha arco iris y
otros salmonidos, en las cuales se espera encontrar un color rosado o rojo en el filete
(Kelestemur & Coban, 2016). En estas especies los carotenoides astaxantina y
cantaxantina se encuentran asociados a la pigmentacion del filete y la piel (Hendry &
Houghton, 1996). La trucha arco iris es incapaz de sintetizar estos carotenoides y por lo
tanto depende de su aporte en la dieta. En la trucha silvestre, la principal fuente de estos
pigmentos son los crustaceos. En el caso de los cultivos intensivos de trucha, el
pigmento debe agregarse a la dieta durante la Ultima fase de alimentacion previa al
sacrificio (Choubert & Heinrich, 1993). La similitud en tono e intensidad de color
comparado con el que presentan los salmoénidos silvestres, y su estabilidad en la carne

durante el congelamiento, hacen que los aditivos sintéticos astaxantina y cantaxantina
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sean la principal fuente comercial de pigmento para salménidos (Choubert, Brisbarre, &
Baccaunaud, 2011; Ingle de la Mora, 2002).

No obstante, en paises como Estados Unidos el uso de pigmentos sintéticos como la
astaxantina para la coloracion de la carne de trucha requiere una declaracion en la
etiqueta que advierta al consumidor que se trata de un producto con adicién de pigmento
(Wrolstad & Culver, 2012). En este sentido, la legislacién entorno a productos acuicolas
organicos (UE Regulacion N° 710/2009) de la Union Europea reconoce solamente el uso
de astaxantina natural como fuente de pigmento para la coloracion de la carne y prohibe

el uso de aditivos sintéticos en la cria de salménidos (Roncarati et al., 2011).

Actualmente, el mercado mundial de carotenoides experimenta gran crecimiento debido
al aumento de la demanda para aplicaciones en la industria y al aumento de la evidencia
sobre beneficios asociados para la salud. En este contexto, el aumento de la demanda
de colorantes es uno de los principales factores que impulsan el crecimiento del mercado
de carotenoides extraidos de fuentes de origen natural (Marz, 2015). Se ha evaluado la
inclusion de carotenoides en la dieta de las truchas procedentes de fuentes naturales
como algas verdes (Choubert & Heinrich, 1993), pimenton rojo (Ingle de la Mora,
Arredondo-Figueroa, Ponce-Palafox, Barriga-Soca, & Vernon-Carter, 2006), flor de
caléndula (Yanar, Blyukcapar, Yanar, & Goécer, 2007), y otras fuentes vegetales (Amar,
Kiron, Akutsu, Satoh, & Watanabe, 2012; Amar, Kiron, Okamoto, Satoh, & Watanabe,
2000; Sheikhzadeh, 2013), reportandose en general una coloracion aceptable del filete,

con resultados variables.

Adicionalmente, se ha demostrado que la suplementacién de truchas con carotenoides y
antioxidantes reduce los efectos causados por la oxidacion lipidica. Dado que ese
fendbmeno es un factor importante para la calidad de los alimentos, especialmente en
aquellos como el pescado que contiene altas concentraciones de acidos grasos
poliinsaturados, la inclusion de estos compuestos a la dieta de los peces afecta
positivamente el estatus sanitario y mejora parametros de bienestar, que se ven
reflejados en la calidad sensorial, nutricional y estabilidad de la carne durante su

almacenamiento (Kamireddy et al., 2011; Kelestemur & Seven, 2013).

El polen apicola es una materia prima importante debido a sus caracteristicas
nutricionales, en particular, su contenido de carbohidratos 48,8-52,5 %, proteina 18,7-28
%, lipidos 1,1-7,3 %, fibra dietética 12,8-14.5 % y de cenizas 1,7-3,0 % (Zuluaga
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Dominguez, Serrato B., & Quicazan Sierra, 2014); también es conocido por sus
propiedades funcionales, en especial su actividad antioxidante de 0,041 y 0,052mM trolox
g! para TEAC y FRAP, respectivamente, contenido de fenoles totales 16,28 mg acido
gélico g, vitamina E 119 ug a-tocoferol g y alto contenido de carotenoides totales de

hasta 2.149 mg B-caroteno equivalente kg* (Salazar Gonzalez, 2014).

En Colombia, el altiplano cundiboyacense es reconocido por tener una ventaja
comparativa para la apicultura, debido a sus caracteristicas agroecologicas y floracion de
diversas especies durante todo el afio. En comparacion con la produccién promedio de
los principales paises exportadores de este producto como Espafia, Portugal, China,
Brasil y Argentina, que no superan los 15 kg de polen por colmena por afio, la produccion
de polen en Colombia se estima entre 35,4 y 48,9 Kg por colmena por afio (Gutiérrez
Ortiz, Osorio Tangarife, & Salamanca Grosso, 2010; Zuluaga Dominguez et al., 2014).
Adicionalmente, en promedio el contenido de carotenoides totales presentes en el polen
colombiano es superior al de paises como Espafa e ltalia, 742 % y 88,7 %

respectivamente (Gardana, Del Bo’, Quicazan, Corrrea, & Simonetti, 2018).

Con este estudio preliminar se evaluaron extractos de polen apicola como colorante y
conservante natural del filete de trucha en refrigeracién. Con los resultados obtenidos se
espera ofrecer una alternativa de mercado al polen diferenciado y darle valor agregado a

la produccion en cautiverio de trucha arco iris suplementada con carotenoides naturales.
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Hipotesis y objetivos

Hipotesis
La inclusién en la dieta de la trucha arco iris de carotenoides extraidos de polen apicola

podria contribuir con la pigmentacion del filete y extender su vida util en refrigeracion.

Objetivo general

Evaluar la pigmentacién y estabilidad del filete de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)

utilizando en la dieta extractos oleosos de carotenoides obtenidos de polen apicola.

Objetivos especificos

= Caracterizar el polen seco y su derivado oleoso, con el fin de adicionarlo como

aditivo natural en alimentacion de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).

= Evaluar el efecto de la adiciébn de carotenoides extraidos de polen apicola sobre

parametros productivos de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).

= Evaluar el efecto de la adicién de carotenoides extraidos de polen apicola sobre
la pigmentacion y la estabilidad del filete de la trucha arco iris (Oncorhynchus

myKiss).
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1.1. Generalidades de los carotenoides

Los carotenoides son metabolitos secundarios de plantas con una variedad de
aplicaciones fisioldgicas, de salud e industriales. Son uno de los productos naturales mas
comunes en la naturaleza. Estos compuestos isoprenoides son de naturaleza lipofilica y
son sintetizados no solo en todos los organismos fotosintéticos, como las plantas
(incluidas las algas) y las cianobacterias, sino también en algunas bacterias y hongos no
fotosintéticos. Los carotenoides son responsables de muchos de los colores rojo, amarillo
y naranja de los 6rganos de las plantas, y también actian como atrayentes para los
polinizadores de las flores (Hannoufa & Hossain, 2012). En las plantas, los carotenoides
son componentes esenciales de los sistemas fotosintéticos involucrados en la
recoleccién de luz, y juegan un papel importante en la prevencion del dafio foto-oxidativo.
Como antioxidantes, los carotenoides desempefian roles fisioldgicos importantes en
animales y plantas. En los humanos, los carotenoides ejercen efectos protectores contra
enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cénceres, y enfermedades

relacionadas con el envejecimiento (Wrolstad & Culver, 2012).

Ademas, algunos carotenoides se usan como suplementos en las formulaciones de
alimentos para animales y peces, y también como colorantes naturales en las industrias
de alimentos y cosméticos (Hannoufa & Hossain, 2012). Ademas de sus propiedades
colorantes, carotenoides como B-caroteno, citranaxantina, B-criptoxantina y (-apo-8'-
caroteno, y astaxantina solo para el caso de los peces, poseen actividad provitamina A
(EFSA, 2005).

En la Figura 1-1 se presentan las estructuras de algunos carotenoides usados como
colorantes en alimentos. Estos tienen una estructura isoprenoide de 40 carbonos, siendo
solubles en solventes no polares e insolubles en agua. Algunos son aciclicos como el

licopeno, mientras que otros como el [3-caroteno contienen estructuras terminales en



6 Influencia de la adicién de extractos de carotenoides naturales en la dieta de
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) sobre la pigmentacion y estabilidad del
filete

forma de anillo, en particular de B-ionona (Wrolstad & Culver, 2012). Algunos cédigos de
colorantes aprobados en la clasificacion para alimentos de la Unién Europea son
capsantina (E160c), beta-apo-8'-caroteno (E160e), éster etilico de acido beta-apo-8'-
carboténico (E160f), luteina (E161b), criptoxantina (E161c), zeaxantina (E161h),
citranaxantina (E161i), y astaxantina (E161j) (EFSA, 2005).

Los carotenoides se dividen en dos categorias principales: i) carotenos, que contienen
carbono e hidrégeno, tales como a-caroteno, B-caroteno y licopeno; ii) xantofilas, que
contienen oxigeno ademas de carbono e hidrégeno, presente en forma de alcohol (-OH)
(por ejemplo, luteina), cetona (=0) (por ejemplo, cantaxantina), una combinacién de
alcohol y cetona (por ejemplo, astaxantina), o como ésteres de alcohol (por ejemplo,
fucoxantina). Aparte de estas dos clases, apocarotenoides y carotenoides C50 son otras
categorias de carotenoides (Saini & Keum, 2018). En animales invertebrados como
camarones, cangrejos y langostas, la astaxantina y carotenoides asociados se presentan
en grandes concentraciones, siendo responsables de tonalidades verde, morado o azul
cuando el animal esté vivo, y rojo en el momento del deceso y la coccion (Hendry &
Houghton, 1996).
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Figura 1-1 Estructura de carotenoides usados en alimentos
(a) B-caroteno, (b) B-apo-8'-caroteno, (c) cantaxantina, (d) astaxantina, (e) luteina, (f) bixina (R =
CH3), norbixina (R = H), (g) crocina (R = gentiobiosa) y (h) curcumina. Fuente: (Wrolstad & Culver,
2012)



8 Influencia de la adicién de extractos de carotenoides naturales en la dieta de
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) sobre la pigmentacion y estabilidad del
filete

1.1.1.Extracciéon de carotenoides

Debido a su naturaleza hidrofébica, los carotenoides se extraen usando solventes
organicos. Generalmente, solventes no polares como hexano, éter de petréleo o
tetrahidrofurano, son la mejor herramienta para la extraccion de carotenoides no polares
0 xantofilas esterificadas, mientras que los solventes polares como acetona, etanol y
acetato de etilo son apropiados para la extraccion de carotenoides polares (Ritter &
Purcell, 1981; Saini & Keum, 2018).

Los métodos de extraccion de carotenoides procedentes de fuentes naturales se pueden
clasificar en cinco niveles de desarrollo tecnolégico y cientifico: i) el método Soxhlet,
maceracion, extraccion asistida por microondas (MAE, por sus siglas en inglés), y
extraccion asistida por ultrasonido (UAE, por sus siglas en inglés)); ii) extraccion liquida
presurizada (PLE, por sus siglas en inglés); iii) extraccion asistida por pulsos de campo
eléctrico (PEF, por sus siglas en inglés); iv) extraccion por fluido supercritico (SFE, por
sus siglas en inglés); y v) extraccién asistida por enzimas (EAE, por sus siglas en inglés).
Estos métodos de extraccion de carotenoides difieren en el modo de desintegracion
celular y el grado de temperatura y presion aplicadas durante el proceso (Saini & Keum,
2018).

Para extraer carotenoides de fuentes naturales (para analisis y aplicaciébn comercial), el
principal requisito es que el método de extraccion sea simple, rapido y econdmico. A
diferencia de los solventes orgénicos convencionales, la extraccion de carotenoides con
solventes no téxicos y ambientalmente seguros (llamados solventes verdes) ha
aumentado significativamente en los Ultimos afios. Una alternativa para la extraccion de
carotenoides es el uso de aceites vegetales comestibles como solventes en el proceso
(Saini & Keum, 2018).

1.2. Entorno de la produccion de trucha en Colombia

La produccion acuicola a nivel mundial se prevé que crezca de 47 millones de toneladas
(ton.) reportadas en 2006 a 94 millones de (ton.) en 2030, mientras que la produccién de
la pesca disminuya de 65 millones de (ton.) a 58 millones de (ton.) durante ese mismo
periodo. Para alimentar a la creciente poblacién del mundo, la acuicultura tiene que llegar

a una adicién de 47 millones de (ton.) para satisfacer las necesidades de proteina de
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cerca de 9.000 millones de habitantes (Agronet, 2017). En la Tabla 1-1 y Tabla 1-2 se
presentan las cantidades en (ton.) y valores en USD de las exportaciones de filetes de
trucha frescos y congelados realizados durante el periodo comprendido entre 2012 y
2016 por los principales paises exportadores. De acuerdo con cifras oficiales, Colombia
ocupa el puesto 17 a nivel mundial, con 1.100 (ton.) promedio de exportacion de trucha

durante el periodo comprendido entre 2012 y 2016 (Agronet, 2015).

Tabla 1-1 Exportaciones de filetes frescos o refrigerados de trucha

Puesto Pais 2012 2013 2014 2015 2016
ton. USD ton. USD ton. USD ton. USD ton. USD
1 Chile 7.872 61.377 7.619 69.453 6.568 76.258 5.897 58557 3.215 32.977
2 Noruega 565 4.679 329 3.075 203 2.080 1.078 9.191 3.120 31.902
3 Estados Unidos 1.756 16.716 2.548 20.180 2.819 21.713 2.266 18.202 1.550 14.605
6 Peru 134 1.173 30 263 62 761 454 4.461 794 7.967
20 Colombia 265 2.089 230 1.927 298 2.605 232 2.195 124 1.006

Fuente: (ITC, 2018)

Tabla 1-2 Exportaciones de filetes congelados de trucha

Puest Pai 2012 2013 2014 2015 2016
uesto als ton. USD ton. USD ton. USD ton. USD ton. USD
1 Chile 42.869 369.118 32.870 307.482 24.582 289.666 23.305 204.262 19.084 204.081
2 Noruega 701 6.712 831 8.240 920 11.496 1.357 12.744 2136 20.787
3 China 2.038 23.887 2.036 22131 1.772 22316 1591 20.936 2.081 27.249
6 Pera 511 4.659 741 6.154 374 3.294 430 3.853 773 6.972
14 Colombia 267 1.809 247 1.696 240 1.660 177 1.149 217 1.453

Fuente: (ITC, 2018)

Colombia produce actualmente cerca de 230.000 (ton.) de pescado al afio, de las cuales
80.000 son producidas por la acuicultura; 150.000 por pesca (de esas, 80.000 son de rio
y el resto de mar). La tilapia representd el 62 % de la produccién nacional seguida por la
cachama con el 20 %, y la trucha con el 15 % en 2017 (Agronet, 2017). A su vez, en el
pais se consumen 350.000 (ton.), por lo que se importa anualmente 150.000 (ton.),
principalmente salmén, basa y algunos enlatados. Colombia exporta camaron, tilapia,
atun y moluscos; el 90 % de la produccion de piscicultura se consumen el pais 'y el 10 %
se exporta (Medina C., 2018).

La baja competitividad en comparacién con Perd o Ecuador, y el no aprovechamiento de
las actuales oportunidades comerciales del sector acuicola obedecen a varias razones,
entre las cuales se pueden mencionar diversos factores como tener una privilegiada
posicion geografica, caracterizada por presentar una alta biodiversidad de especies y
ecosistemas con un limitado ndmero de individuos que no pueden ser aprovechados
racionalmente dada su fragilidad; los altos costos de movilizacién de los insumos y los
productos, debido a la mala calidad de las vias y el alto precio de la gasolina; altos costos

de materias primas como el maiz y la harina de pescado; la falta de acceso por parte del
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sector pesquero a embarcaciones con tecnologia de punta, que permita la exploracion a
mar abierto; el cambio climatico y el aumento en la tala indiscriminada de bosques, que
afecta nacimientos de agua; y la mineria irresponsable, que contamina fuentes hidricas

con metales pesados, entre otros factores (Medina C., 2018).

Pese a estos factores, los productos Biobasados, entendidos como aquellos que son
producto de la Biodiversidad, en Colombia pueden representar una fuente potencial de
ingresos para la acuicultura organica. Por su condicibn geogréfica, mares y aguas
continentales que cuenta, asi como el potencial de mercado interno y externo con los
acuerdos comerciales celebrados con Estados Unidos y la Unidon Europea, Colombia
tiene un gran potencial de desarrollo de la acuicultura (Agronet, 2011; FAO, 2016). De
acuerdo con el Plan Colombia Siembra 2015-2018, la tilapia y la trucha son productos de
importancia nacional para la exportacion, en el contexto del Programa Estratégico de
Interés Nacional-PINES de la Cadena de la Acuicultura (Agronet, 2015).

1.3. Carotenoides en la dieta de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss)

La trucha arco iris como alimento es importante para la dieta humana. De acuerdo con el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés), el
consumo de 100 g de trucha representa un alimento bajo en sodio (2 % del valor diario);
también es una buena fuente de niacina (29 % del valor diario), vitamina B6 (17 % del
valor diario), fésforo (27 % del valor diario) y selenio (19 % del valor diario), y una muy
buena fuente de proteinas (46 % del valor diario) y vitamina B12 (105 % del valor diario),
con base en los valores diarios de requerimiento (en porcentaje) (% ‘Daily Value’, por sus
siglas en inglés) de nifios de 4 afios en adelante y adultos, con base en una dieta de
referencia de 2,000 calorias. Adicionalmente, aporta EPA (Acido eicosapentaenoico) y
DHA (&cido docosahexaenoico), que son acidos grasos poliinsaturados esenciales
importantes en el mantenimiento de la estructura de las células y del sistema inmune,
gue nuestro organismo necesita para funcionar correctamente y no es capaz de producir
por su cuenta, en una concentracion de 468 mg de y 520 mg, respectivamente (Nast,
2018).
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Un aspecto de calidad que no tiene que ver con el aporte nutricional de la trucha arco iris
y otros salmoénidos es el color. Este determina la preferencia de los consumidores por
este tipo de peces. La trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) es incapaz de sintetizar
astaxantina y cantaxantina, compuestos asociados a la pigmentacion del filete y la piel
caracteristica de los salmoénidos, y por lo tanto depende de su aporte en la dieta. En la
trucha silvestre, la principal fuente de estos pigmentos son los crustaceos. En los cultivos
intensivos de trucha se utilizan aditivos sintéticos en el alimento (pigmentos
carotenoides), durante la dltima fase de alimentacion previa al sacrificio. En los afios
90’s, el costo de produccion aumento hasta en un 20 %, por el uso de pigmentante
(Choubert & Heinrich, 1993). Actualmente, en Colombia este costo se incrementa en un
5,01 %! por kg de alimento, con base en los precios del mercado nacional consultados
hasta octubre de 2018.

1.3.1. Metabolismo y absorcién

Los carotenoides son compuestos que siguen la via de absorcion de la grasa en la dieta.
En la Figura 1-2 se presenta el esquema de absorcion intestinal de los carotenoides.
Una vez son liberados desde la matriz alimentaria, los carotenoides son solubilizados en
glébulos de grasa de varios tamafios en el estbmago. Los carotenoides no polares
migran hacia el centro de las micelas, mientras que las xantofilas, con mayor polaridad,
se orientan en la superficie de la monocapa junto con proteinas, fosfolipidos y acidos

grasos parcialmente ionizados (Page, 2001).

En la trucha arco iris, las rutas metabdlicas de astaxantina (3,3’-dihidroxy-B-caroteno-
4,4’-dione) y cantaxantina (f3,8-caroteno-4,4’-dione) permiten la formacion de xantofilas
amarillas y carotenos. La astaxantina es reducida a zeaxantina via (-adonixantina,
mientras que la cantaxantina es reducida a 3-caroteno via equinenona. Los carotenoides
son transportados en la sangre mediante lipoproteinas, siendo el higado el principal
6rgano responsable de su metabolismo. Ambos carotenoides son posteriormente
metabolizados en vitamina A y absorbidos en la pared del intestino. En truchas

inmaduras, los carotenoides astaxantina y cantaxantina son depositados principalmente

1 El costo de 1 kg de alimento concentrado para trucha en fase de levante (sin pigmento) cuesta en promedio
$1,05 dolares americanos (USD). El costo de 1 kg de alimento concentrado para trucha en fase de engorde
(con pigmento sintético) cuesta en promedio $1,11 USD.
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en forma libre en la carne, ligados a la actomiosina del muasculo blanco. Con la
maduracién sexual, estos carotenoides son transferidos desde el masculo y la piel hasta
las gbnadas (Storebakken & No, 1992).

La astaxantina es un carotenoide natural con propiedad pigmentante de color rojo que se
presenta en levaduras, algas, crustaceos y peces predadores como los salménidos
(EFSA, 2005). De estos organismos se transfiere a la cadena alimenticia y se almacena
en organismos que tienen la capacidad de hacerlo. En situaciones de cultivo donde los
peces y los crustaceos no son capaces de obtener suficiente "pigmento silvestre" para
pigmentar satisfactoriamente sus tejidos, las preparaciones de astaxantina pueden

incorporarse a la alimentacion formulada (BASF-Global, 2017).

La astaxantina esta aprobada por la Unién Europea para salmon y trucha en niveles de
100 mg kg* en suplementaciéon completa a partir de los 6 meses de edad y sin limite de
tiempo (y para peces ornamentales). La capacidad de absorcion es limitada, y en el
salmén puede tener una tasa de retencién maxima de aproximadamente 10 mg kg de
carne, y en la trucha un nivel méas alto de aproximadamente entre 10-25 mg kg de carne
(EFSA, 2005). La absorcion estd determinada por factores como la presencia de
astaxantina libre o esterificada, y factores dietarios, principalmente el nivel de inclusion
en la dieta de lipidos, y la digestibilidad aparente que se estima entre 51-70 %
(Storebakken & No, 1992), y la excrecion de astaxantina no digerida que puede superar
el 40 % (EFSA, 2005).
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Figura 1-2 Representacion de la absorcion intestinal de carotenoides
C: carotenoides; X: xantofilas; UW: capa de agua; R: retinol; RE: ésteres de retinilo. Fuente: (Page, 2001)

Una forma de mejorar la absorcién de carotenoides es producir emulsiones concentradas
con estos compuestos. La biodisponibilidad de carotenoides como astaxantina se
considera baja, debido a su forma fisica. Cuando la astaxantina se disuelve en una
emulsién de agua en aceite es mas biodisponible (Ribeiro, Rico, Badolato, & Schubert,
2005). Otra ventaja de las emulsiones de agua en aceite enriquecidas con carotenoides
es su potencial para aplicaciones en sistemas alimentarios. Para la adicién de pigmentos,
el uso de emulsiones es frecuente en las formulaciones. Los extractos contienen una
mezcla de carotenoides individuales con otros compuestos lipidicos (Wrolstad & Culver,
2012).

1.3.2.Efecto de los carotenoides sobre el color del filete

En la Tabla 1-3 se presenta el resumen de los principales carotenoides sintéticos y
naturales utilizados en la dieta de trucha arco iris, su efecto sobre el color (escala CIE

L*a*b*) y concentracion en el filete en mg kg™ de carne.

En general, para alcanzar una concentracion de carotenoides entre 6-7 mg kg* de carne,

apropiada para obtener el nivel de pigmento adecuado para el estandar del mercado
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europeo, las truchas con un rango de peso inicial entre 0,1 y 0,5 kg son alimentadas con
pigmento en la dieta hasta alcanzar el doble de su peso. Para truchas con peso inicial
entre 0,5y 1,0 kg, este objetivo se alcanza cuando las truchas incrementan su peso entre
30 yv 40 % (Storebakken & No, 1992). De acuerdo con este Ultimo estudio, la
concentracion de carotenoides en el filete no aumenta cuando la dosis de pigmento se
encuentra por encima de 50 mg kg™ de dieta. La digestibilidad de los carotenoides en las
truchas se deprime cuando la dosis de pigmentante excede esta recomendacion.

Con el uso de astaxantina sintética procedente de distintas casas comerciales
Carophyll® Pink de DSM (Dutch State Mines), Lucantin® Pink de BASF (Badische Anilin
und SodaFabrik) y Wisdem® Pink de Wisdom Company, en una concentracion de 100
mg kg de alimento durante un periodo de 8 semanas, se obtiene una concentracion de
carotenoides en el filete entre (8,01 - 8,60 mg kg?), y no se presentan diferencias en la
coloracién entre los productos comerciales, obteniéndose valores L* de (45,10 - 49,03),
a* de (20,70 - 21,82) y b* de (24,06 - 26,62), y un puntaje de 28 en el abanico
colorimétrico SalmoFan™ (Zhang et al., 2013).

Por otra parte, con una inclusién de 100 mg kg de astaxantina sintética en la dieta, y
variando el esquema de alimentacion: un dia si y otro dia no, es posible optimizar el uso
de concentrado con pigmento reduciendo los costos de produccién durante la Gltima fase
de alimentacion previa al sacrificio de las truchas (Choubert, Cravedi, & Laurentie, 2009;
Choubert & Heinrich, 1993).

Se ha reportado que la inclusion de B-caroteno sintético en la dieta de truchas, mejora la
coloracién de la piel y en menor medida la coloracion del filete, en comparacion con una

dieta sin adicion de carotenoides (Baron et al., 2013; Kelestemur & Coban, 2016).

En el caso de las fuentes naturales, la sustitucion de harina de pescado en proporciones
del 7,5y 10 % por cianobacterias Spirulina platensis en la dieta de truchas, produce un
color aceptable del filete para su comercializacién en el mercado (Teimouri, Amirkolaie, &
Yeganeh, 2013b, 2013a). De igual forma, las algas verdes Haematococcus pluvialis
contienen una concentracion importante de carotenoides totales, aproximadamente 2,0 +
0,2 % de la materia seca. Con la inclusion de esta alga en la dieta de las truchas se
obtiene un nivel de pigmentacion del filete aceptable (Choubert & Heinrich, 1993).

Cuando H. pluvialis se vehiculiza en aceite de oliva y/o aceite de pescado, el uso del alga
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presenta resultados aceptables en la pigmentacién del filete, pero su poder de coloracion
no es superior en comparacion con el uso de astaxantina sintética en la misma
concentracion (Choubert, Mendes-Pinto, & Morais, 2006). También, la inclusiébn de
pimentén (Capsicum annuum) en forma de extracto oleoso en la dieta de truchas permite
obtener resultados similares en el color del filete en comparacién con el uso astaxantina

sintética (Ingle de la Mora et al., 2006).

= Evaluacion del color en salmonidos

La evaluacion del color de la carne de los salmones se puede realizar por medio de
métodos de andlisis sensorial en test descriptivos 0 comparativos, a través de la
comparacion del color con colores estandarizados, o por medio del analisis instrumental.
El método mas utilizado hasta la fecha por la industria salmonera chilena es la evaluacién
del color del filete por medio de un abanico colorimétrico, desarrollado para salmén
pigmentado con astaxantina sintética y se usa tanto para filetes como para secciones de
salmén. La utilizacion del abanico se hace en condiciones especificas de luminosidad y
lugar de evaluacion en el pez. Su principal limitante es que se trata de un método
subjetivo y no cuantitativo, que depende de la apreciacion visual del observador (Castro
& Sepulveda, 1994).






Tabla 1-3 Uso de carotenoides sintéticos y naturales en la dieta de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)

DOS'S_l Peso Duracion 1 1 1 Carotenoides en el filete (mg
Fuente (mg kg inicial (semanas) * a* b* kg) Fuente
dieta) Q) 9
Astaxantina 29-31 6,5 -120 62 - - - 55-8,0 (Nickell & Bromage, 1998)
-caroteno 30-70 60,3 12 - - - 0,476-0,843 (Kelestemur & Coban, 2016)
Astaxantina 50 101 10 30.5 11 7 29 (2T0el|;nb(;url etal., 2013a,
Astaxantina 50 87.3 17 - " 18 46 (Z%alf;”' Mehraban, & Atash,
Astaxantina 70 120,51 8 - - - 5,62 (Yanar et al., 2007)
Astaxantina 75 185 33?8%80 6.67-7 21 11%%99 20 (Choubert et al., 2006)
Astaxantina 80 150 6 516 91 177 71 gggge) de la Mora et al.,
Astaxantina 90 453 8 42.4 6,7 6,2 5,8 (Roncarati et al., 2011)
Astaxantina 100 140 4 58.2 - - 11,8 (Choubert & Heinrich, 1993)
Astaxantina 100 52,07 8 1%‘%%‘ 22%'2%' 22‘2%2' 6 01860 (Zhang et al., 2013)
Cantaxantina 200 140 4 62.0 - - 10,1 (Choubert & Heinrich, 1993)
Astaxantina 100-200 165 6 S ] ] 11181 (Choubert et al., 2009)
(Teimouri et al., 2013a,
Spirulina platensis 31,5-126 101 10 31,1 4,5-14,3 4-14,1 1,8-4,3 2013b)
Bixa orellana 50-250 87,3 17 25 12 18 4,66-7,40 (Safari et al., 2015)
Capsicum annum 70 120,51 8 - - - 5,27 (Yanar et al., 2007)
Tagetes erecta 70 120,51 8 - - - 4,75 (Yanar et al., 2007)
Haematococcus 40,16-
pluvialis 75 185 6 41,33 3,95-465 5,88-7,25 12 (Choubert et al., 2006)
46,8- (Ingle de la Mora et al.,
Capsicum annuum 80-120 150 6 54,7 4,6-6,4 11,0-18,6 5,6-6,3 2006)
Euphasia superba 90 453 8 43,6 5,7 5,9 4.8 (Roncarati et al., 2011)
Haematococcus
pluvialis 100 140 4 58,5 - - 6,2 (Choubert & Heinrich, 1993)

! Los valores entregados se definen en un espacio cromatico de coordenadas rectangulares (L*a*b*). La variable L* representa la claridad, L* = 0 para el negro y
L* = 100 para el blanco; la escala a* representa el rojo/verde, +a* intensidad en el rojo y -a* intensidad en el verde; la escala b* representa el amarillo/azul, +b*
intensidad en el amarillo y -b* intensidad en el azul.






La colorimetria instrumental es un método objetivo y mas preciso que el anterior. Se
utiliza un colorimetro de refractancia, que puede medir la intensidad de un haz de luz en
funcién de su color (longitud de onda), y que entrega informacion basada en un sistema
de valores definido para este efecto por la Comision Internacional de lluminacién (CIE,
por sus siglas en francés). En general, las mediciones se procesan en tres ubicaciones a
lo largo del filete por encima de la linea lateral: cerca a la cabeza, en medio y cerca a la
cola (Choubert & Heinrich, 1993; Teimouri et al., 2013Db).

Los valores entregados se definen en un espacio cromatico de coordenadas
rectangulares (L*a*b*) junto con otro de coordenadas cilindricas (L*H*C*) (Choubert et
al., 2009; Ingle de la Mora et al., 2006). La medicién del triestimulo L*a*b* es usada en su
relacion a la respuesta al color del ojo humano. La variable L* representa la claridad, L* =
0 para el negro y L* = 100 para el blanco; la escala a* representa el rojo/verde, +a*
intensidad en el rojo y -a* intensidad en el verde; la escala b* representa el amarillo/azul,
+b* intensidad en el amarillo y -b* intensidad en el azul; el croma (C*) es una expresion
de la intensidad y nitidez del color; el matiz (H*) es una medida angular, donde 0° indica
un matiz rojo y 90° denota un matiz amarillo (Teimouri et al., 2013b). Diversos
investigadores han tratado de definir la correlacion de estos valores en el filete con el
grado de pigmentacion del abanico colorimétrico, describiendo distintas correlaciones
(Castro & Sepulveda, 1994).

También, se ha hecho andlisis del color mediante el uso de imagenes. En un cuarto
cerrado con iluminacion arficial se toman fotografias con una camara digital montada
sobre un tripode, usando el flash de la camara para asegurar consistencia en las
imagenes. La cdmara se ubica a 25 cm por encima de los especimenes para capturar la
totalidad de la imagen. Las fotografias del filete se toman teniendo en cuenta una
velocidad del obturador de 10, apertura de F16 y un zoom de 35. Las fotos se observan
utilizando formatos como RGB y las imagenes se analizan con el software Adobe
Photoshop CS4, que puede interpretarse bajo diferentes sistemas de espacios

crométicos (Teimouri et al., 2013b).

1.3.3.Efecto de los carotenoides sobre el valor nutricional del filete

Se han usado fuentes de crustaceos como harina de krill (Euphasia superba) como
fuente de proteina y pigmento para evaluar la coloracion del filete, resultando un color

rosado-rojo palido de buena aceptacion entre los consumidores. En el perfil lipidico del
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filete de las truchas suplementadas con harina de krill, la proporcion de &cidos
poliinsaturados omega-3, EPA, DPA, y DHA, asi como la relacién de acidos n-3/n-6 es

mayor en comparaciéon con el uso de astaxantina sintética (Roncarati et al., 2011).

También, se ha usado flor de caléndula (Tagetes erecta) para evaluar el color, el perfil
lipidico y las propiedades sensoriales del filete de trucha, obteniéndose un color amarillo
indeseable por el panel evaluador. No obstante, el contenido de &cidos grasos
poliinsaturados como EPA y DHA es significativo en comparacion con truchas

alimentadas con una dieta sin adicion de carotenoides (Yanar et al., 2007).

Igualmente, aunque la vitamina E no es un carotenoide, su inclusién en concentraciones
entre 200 y 5.000 mg kg* en la alimentacién de truchas con peso inicial de 603 g durante
nueve semanas, mejord el perfil lipidico de la carne al aumentar la concentracion de
acidos grasos insaturados, poliinsaturados y omega-3, y disminuy6 la cantidad de acidos

grasos saturados y omega-6 (Kamireddy et al., 2011).

1.3.4.Efecto de los carotenoides sobre el estatus sanitario

Los carotenoides pueden actuar como extintores de moléculas libres de oxigeno y
secuestrantes de radicales libres gracias a la presencia de enlaces dobles en sus
estructuras (Lee & Schwartz, 2012). Se ha demostrado que los carotenos, ademas de ser
pigmentos, tienen otros efectos bioldgicos y funciones nutricionales que son esenciales

para la salud de los peces (Yeganeh, Teimouri, & Amirkolaie, 2015).

Cuando se tratan truchas con oxitetraciclina (OTC, por sus siglas en inglés), que es el
principal antibidtico usado para contrarrestar la mayoria de enfermedades bacterianas, se
incrementan los niveles de manoldialdehido (MDA) en el filete. El uso de 10 mg de
licopeno kg™ de peso vivo, en truchas con peso inicial de 168 g durante intervalos de 14
dias, reduce los efectos causados por la administracion del medicamento OTC,
proporcionando un efecto protector en contra del estrés oxidativo. El licopeno funciona
como estimulante, activando los sistemas inmune y celular de las truchas tratadas con

medicamentos (Yonar, 2012).

De igual forma, cuando se suplementan alevinos de trucha con peso inicial de 0,11 g

durante seis semanas con 100 mg de carotenoides totales kg? de dieta, a partir de
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fuentes naturales como Dunaliella salina, Phaffia rhodozyma, Tagetes erecta, y
Capsicum annuum, en comparacion con fuentes sintéticas de B-caroteno, astaxantina y
cantaxantina, se evidencian efectos potenciales importantes en la resistencia de los
peces en contra de enfermedades inoculadas como el virus de la necrosis
hematopoyética infecciosa (IHNV, por sus siglas en inglés), causante de mortalidades de
hasta 80 %. También, se reducen los costos en la industria acuicola generados por
medicamentos, cuyo uso puede desarrollar organismos patégenos cada vez mas

resistentes a los antibiéticos (Amar et al., 2012).

En condiciones de produccion intensiva, los peces son susceptibles al estrés y a
infecciones causadas por distintos patégenos. Una alta densidad en el cultivo de trucha
reduce el consumo de alimento y la ganancia de peso, generando pérdidas econdémicas a
los acuicultores al comprometer la productividad de los lotes y la calidad de la carne
(Sahin et al., 2014). El sistema enddgeno antioxidante de los peces incluye enzimas, y
antioxidantes exdgenos como vitamina E, vitamina C y carotenoides, que eliminan los
radicales libres de oxigeno en el cuerpo, protegiendo las células del dafio oxidativo. La
propiedad antioxidante en el animal vivo esta estrechamente relacionada con la calidad
del filete y su vida atil (Zhang et al., 2013).

1.3.5. Efecto de los carotenoides sobre la oxidacién lipidica

La reaccidén espontanea del oxigeno con compuestos organicos es una de las reacciones
mas importantes en los organismos vivos. Muchas enfermedades crénicas se deben a
perturbaciones en el metabolismo de los acidos grasos. Por ejemplo, un exceso de
acidos grasos en la dieta conduce a enfermedades cardiovasculares y a una
descontrolada peroxidacion lipidica causa inflamaciones y se asocia con la artritis, cancer
y aterogénesis. Los lipidos son los sustratos mas oxidables en un alimento y esta
reaccion afecta muchos pardmetros cualitativos, como el aroma producido por la
formacion o modificacibn de compuestos volatiles, el sabor producido por los
hidroxiacidos entre otros, modifica el color debido a reacciones tipo Maillard entre las
proteinas y sustancias originadas por los lipidos, provoca cambios de textura debido a
reacciones de entrecruzamiento, y causa pérdidas del valor nutricional en el alimento por
la destruccién de algunas vitaminas liposolubles. El proceso de oxidacién de los lipidos
en los alimentos ocurre fundamentalmente debido a los acidos grasos insaturados a

través de una serie de reacciones en cadena de radicales libres. Este proceso se inicia
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con pequefas cantidades de oxigeno, por lo cual resulta dificil evitarlo; sin embargo, se
puede controlar o retardar usando adecuadamente las diferentes técnicas de

conservacion, combinadas con el uso de antioxidantes (Rojano, 1997).

El pescado recién capturado es un alimento altamente deseado por su sabor y alto valor
nutritivo; sin embargo, el pescado fresco es extremadamente susceptible al deterioro. El
pescado se altera como consecuencia de la combinacion de ciertas reacciones quimicas,
la actividad enzimética enddgena y por el crecimiento microbiano. La alteracién del
pescado almacenado y, por tanto la pérdida de calidad, puede ocasionar el desarrollo de
olores y sabores desagradables, textura excesivamente blanda, pérdida de la capacidad
de retencion de agua, etc. El sabor y el aroma caracteristicos del pescado deteriorado
vienen dados por los productos metabdlicos de la actividad de los microorganismos, que
utilizan los constituyentes solubles en agua de los tejidos para desarrollarse (Fuentes
Lépez, Garcia Martinez, & Fernandez Segovia, 2013).

La oxidacién lipidica es un factor importante para la calidad de los alimentos,
especialmente en aquellos como el pescado que contiene altas concentraciones de
grasas insaturadas. La grasa de los pescados incluye hasta un 40 % de acidos grasos de
cadena larga (14-22 atomos de carbono) altamente insaturados, algunos con cinco o seis
enlaces dobles, y otros considerados ‘esenciales’ como EPA y DHA. No obstante, los
acidos grasos de cadena larga son altamente susceptibles a la oxidacién (Secci & Parisi,
2016).

La oxidacion lipidica es un proceso que consiste en tres fases: inicio, propagacion y
terminacion. La Figura 1-3 presenta el esquema del proceso. Puede ocurrir a través de
un mecanismo autosuficiente de participacion de enzimas y radicales libres. Se inicia
cuando un &cido graso de cualquier entidad quimica es atacado por radicales libres.
Estos radicales reaccionan con un atomo de hidrogeno de un carbono metileno que
pertenece a las cadenas laterales de los &cidos grasos, iniciando asi la reaccion de auto-
oxidacion. Subproductos del proceso de oxidacion como MDA y Oxidos de colesterol
tienen propiedades toxicas (Khanum & Thevanayagam, 2017). La oxidacion lipidica es
una de las mayores preocupaciones durante el procesamiento y almacenamiento del

pescado, dado que contribuye con el deterioro de la calidad y disminuye la vida util de los
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productos (Kamireddy et al., 2011). El MDA, otros aldehidos y alcoholes, presentan un

olor desagradable que no es aceptable para los consumidores (Zhang et al., 2013).

El uso de carotenoides y antioxidantes en la dieta de los peces puede reducir los
cambios negativos en la calidad de la carne asociados con la oxidacioén lipidica. El uso de
astaxantina sintética de distintas casas comerciales en la dieta de truchas, disminuye el
deterioro del filete al reducir el contenido de MDA entre 33 y 40 %, en comparacion con
una dieta sin adicion de carotenoides (Zhang et al., 2013).

El uso de licopeno en concentraciones entre 200 y 400 mg kg™, en truchas con peso
inicial de 18 g durante 12 semanas, compensa la depresion en el consumo de alimento y
ganancia de peso, causadas por una alta densidad de siembra (100 kg m® 1), y
disminuye la concentracibon de MDA en el higado, plasma, y filete durante el
almacenamiento (Sahin et al., 2014).
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1.4. Entorno de la apicultura en Colombia

En Colombia la produccién a partir de las abejas se da mediante productos como miel,
polen y propéleos y en menor escala para jalea real, apitoxina y miel de abejas sin
aguijon. Actualmente se producen entre 1.600 y 2.000 toneladas de miel al afio y
alrededor de 150 toneladas de polen, dependiendo de la favorabilidad de las condiciones

climaticas para la produccion (Agronet, 2011).

La miel de abejas es el principal producto de la colmena en el mundo, con una
produccién anual de alrededor de 1 millon 700 mil (ton.), siendo el principal productor
China, seguida por Turquia, Argentina, Ucrania y Rusia, paises que en conjunto
producen casi el 50 % de la miel del mundo; Colombia ocup6 el puesto 74 de los paises
productores con 2.000 (ton.) durante el afio 2013 (Agronet, 2016). La produccion nacional
de miel se destina principalmente al consumo interno y esporadicamente se exporta en
pequefias cantidades con destino a Ecuador, Estados Unidos, Haiti, Corea del Sur, Perq,
Costa Rica y aparentemente también a Venezuela sin registro de exportacion (Agronet,
2016).

En el caso del polen apicola, los principales paises exportadores son Espafia, Portugal,
China, Brasil y Argentina, con un promedio por colmena por afio de 15 kg; Colombia
produce entre 35,4 y 48,9 Kg colmena-afio? (Gutiérrez Ortiz et al., 2010; Zuluaga
Dominguez et al., 2014). En 2017, Colombia produjo aproximadamente 206 (ton.) de
polen con cerca de 8.700 colmenas en producciéon, de las cuales 17 (ton.) fueron de
exportadas hacia Panamd, principalmente, y el resto aprovechado en el mercado
nacional mediante el consumo directo o como suplemento proteico en alimentos
balanceados para niflos y adultos mayores. Gracias a las condiciones geograficas,
politicas y econémicas del pais, se estima que para el 2025, el nimero de colmenas en
produccion de polen llegue a 16.000. El consumo per capita en Colombia es muy bajo, de
aproximadamente 3,8 g de polen afio?, y uno de los retos del sector apicola es

incrementar el consumo dandole valor agregado (Agronet, 2011).

1.5. Polen apicola

Los granos de polen son unidades reproductivas paternas (gametofitos) formadas en las
anteras de las plantas adultas. El polen es transferido al estigma de una flor, en un

proceso llamado polinizacién, a traves del viento, el agua y/o varios animales, en su
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mayoria insectos, entre los cuales las abejas, cerca de 30.000 especies, son uno de los
mas importantes (Krell, 1996). Para las abejas (Apis mellifera) el polen es la principal
fuente de nutrientes tales como proteinas, minerales y grasas (Estevinho, Rodrigues,
Pereira, & Fea’s, 2012).

Los pellets de polen contienen colorantes lipidicos provenientes de las anteras de las
flores. Los mdltiples colores que exhiben los pellets varian de blanco a café obscuro,
pasando por amarillo, rojo, verde y variedades de grises, y ocurren dependiendo de los
taxones botanicos de los cuales proceden y de su composicién quimica. El polen
mantiene las mismas propiedades bioquimicas y organolépticas de la planta de origen
(Almeida-Muradian, Pamplona, Coimbra, & Barth, 2005).

1.5.1.Origen botanico

La mayoria de investigaciones realizadas en polen apicola se han hecho en polen
multifloral. Una estrategia para aumentar nuestro entendimiento de la flora y vegetacion
gue pueden ser objeto de extraccibn de compuestos bioactivos (tiles en aplicaciones de
la industria alimentaria, estética y farmacologica es mediante la identificacion de los
polinizadores como centinelas de la informacién ambiental (Lambert, Piroux, Puyo,
Thorin, & Larhantec, 2012).

El estudio realizado por Montoya Pfeiffer y Nates Parra caracteriza el valor proteico de
distintas especies de polen que componen el polen multifloral predominante en Colombia.
Las especies de mayor preferencia y su contenido de proteina fueron nabo forrajero
(Brassica rapa: 29,27 %), diente de leén (Hypochaeris radicata: 20,93 %), trébol rojo
(Trifolium pratense: 29,29 %), eucalipto (Eucalyptus globulus: 27,32 %), retamo liso
(Teline monspessulana: 28,89 %), y cilantro (Coriandrum sativum: 21,12 %) (Montoya
Pfeiffer & Nates Parra, 2011). En paises como Venezuela, se han realizado estudios para
evaluar el valor nutricional de las especies de mayor frecuencia en la localidad de
Cacute, en términos de atributos de color, textura, olor, y composicion proximal (Vit,

Herrera, Rodriguez, & CarmonaJuan, 2008).

1.5.2. Composicion quimica y nutricional del polen apicola colombiano
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El polen apicola es un producto de origen natural, que tiene gran potencial nutricional y
funcional. Es una materia prima importante debido a sus caracteristicas nutricionales y

propiedades funcionales importantes.

= Contenido de humedad

El contenido de humedad de polen deshidratado procedente del altiplano
cundiboyacense ha sido evaluado mediante el método gravimétrico. Se estima que este
contenido oscila entre (3,4-8,3 %) (Barajas Ortiz, Cortes Rodriguez, & Rodriguez
Sandoval, 2009; Benavides Guevara, 2016; Chavarro Pulido, 2013; Duran Jiménez &

Quicazéan Sierra, 2014; Fuenmayor Bobadilla et al., 2014; Gutiérrez Cortés, 2012).

= Carbohidratos

Los carbohidratos son los principales componentes presentes en el polen. Se trata
especialmente de polisacaridos como almidén y otros presentes en la cubierta externa.
Los azucares de bajo peso molecular como fructosa, glucosa y sacarosa representan el
90 % de los azlcares presentes en el polen. El contenido total de carbohidratos del polen
procedente del altiplano se encuentra entre (48,8 - 52,5 %) (Duran Jiménez & Quicazan
Sierra, 2014), incluyendo fibra dietaria, polisacaridos y azucares reductores (Salazar
Gonzélez & Diaz Moreno, 2016).

= Fibra dietaria

Para la zona del altiplano se reporta un contenido de fibra dietaria total entre (12,9 - 14,5
%), fibra dietaria insoluble (10,63 - 17,6 %) y un rango de (2,21 - 4,64 %) de fibra dietaria
soluble (Diaz Moreno, Zuluaga Dominguez, Morales, & Quicazan Sierra, 2012;
Fuenmayor Bobadilla et al., 2014; Gutiérrez Cortés, 2012).

= AzUlcares reductores

El contenido de monosacaridos, como fructosa y glucosa, proviene generalmente de la
mezcla que hacen las abejas durante la formacion del pellet de polen cuando agregan
néctar. El contenido de azucares reductores se encuentra entre (32,9 - 39,8 %) (Salazar
Gonzalez & Diaz Moreno, 2016). En la Tabla 1-4 se presenta el contenido de

carbohidratos en polen apicola proveniente del altiplano cundiboyacense.
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Tabla 1-4 Carbohidratos en polen apicola (en base seca)
Carbohidrato (%) Contenido Método de cuantificacion Referencias
Fibra dietaria total 12,9-145 Digestion enzimatica (Diaz Moreno et al., 2012;
Fibra dietaria insoluble 10,63 - 17,6 Fuenmayor Bobadilla et al., 2014;
Fibra dietarfa soluble 22-46 Gutiérrez Cortés, 2012)
Fructosa 18,1 -21,3 Cromatograﬁaz (HPLC) (Fuenmayor Bobadilla et al., 2014)
Glucosa 11,6 — 20,3
Sacarosa 45-9,0
= Lipidos

La grasa del polen esta constituida por lipidos citoplasmicos internos y lipidos externos
de una capa adhesiva que cubre el grano. Sin embargo, el contenido de lipidos que
reporta la mayor parte de la literatura se refiere principalmente al contenido graso de la
cubierta externa y puede constituir solo una pequefia fraccion de la grasa total del
material (Barajas Ortiz et al., 2009). Los resultados de grasa oscilan entre [4,4-7,3 %] con
base en la materia seca (Barajas Ortiz et al., 2009; Barajas Ortiz, Martinez, & Rodriguez
-Sandoval, 2011; Duran Jiménez & Quicazan Sierra, 2014; Fuenmayor Bobadilla et al.,
2014; Zuluaga Dominguez, 2015). Un estudio revela que entre (60 - 90 %) de los lipidos
del polen se compone de &cidos grasos, de estos, cerca del (50 - 60 %) son acidos
grasos insaturados C18: oleico, linoleico (omega-6) y linolénico (omega-3). Los
principales acidos grasos saturados en polen son miristico (C14), palmitico (C16) y
esteérico (C18), respectivamente (Bogdanov, 2015). Esta relacion entre acidos grasos
saturados e insaturados hacen del polen una fuente interesante para la nutricion humana
(Saa Otero, Diaz Losada, & Fernandez Gomez, 2000). El contenido de lipidos y los
principales acidos grasos presentes en el polen del altiplano cundiboyacense se presenta
en la Tabla 1-5.

2 La cromatografia es una técnica para separar mezclas de sustancias en sus componentes sobre la base de su estructura
y composicion molecular. Esto implica una fase estacionaria (un sélido o un liquido soportado en un soélido) y una fase
movil (un liquido o un gas). La fase movil fluye a través de la fase estacionaria y transporta los componentes de la mezcla
con ella. Los componentes de la mezcla que muestran interacciones mas fuertes con la fase estacionaria se moveran mas
lentamente a través de la columna que los componentes con interacciones mas débiles. Esta diferencia en las tasas causa
la separacion de los componentes. Las separaciones cromatograficas se pueden llevar a cabo usando una variedad de
fases estacionarias, que incluyen silice inmovilizado en placas de vidrio (cromatografia en capa fina; TLC), gases volatiles
(cromatografia de gases, GC), papel (cromatografia en papel) y liquidos (cromatografia liquida de alta eficiencia, HPLC)
(Kadiyam, 2015).
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Tabla 1-5 Lipidos en polen apicola (en base seca)

Componente (%) Contenido Método de Referencias
AG: Acidos grasos cuantificacion
Lipidos 4,4-73 Soxhlet (Barajas Ortiz et al., 2009, 2011; Duran

Jiménez & Quicazan Sierra, 2014;
Fuenmayor Bobadilla et al., 2014; Zuluaga
Dominguez, 2015)

AG Insaturados (AGI) 49,2 -72,7 Cromatografia (GC) (Fuenmayor Bobadilla et al., 2014)
AG Saturados (AGS) 27,3-50,8
AG totales (w -3) 15-51,2
AG totales (w -6) 10-23,1
AG totales (w -9) 49-13
Relacion (AGI/AGS) 1-27
Relacion (w-3) / (w-6) 0,9-4,9
» Proteina

El contenido de proteina es uno de los mas altos para pélenes provenientes de los
municipios que componen el altiplano cundiboyacense, entre (18,7-25,4 %) (Barajas Ortiz
et al., 2009; Benavides Guevara, 2016; Duran Jiménez & Quicazan Sierra, 2014,
Fuenmayor Bobadilla et al., 2014; Gutiérrez Cortés, 2012; Gutiérrez Ortiz et al., 2010;
Zuluaga Dominguez, 2015). En general, el contenido de proteina se calcula mediante el
método estandar Kjeldahl, usando un factor de N x 6,25. No obstante, la literatura reporta
gue se debe hacer con base en un factor de N x 5,6 (Bogdanov, 2015). En la Tabla 1-6
se presenta el contenido de proteina y aminoacidos presentes en el polen proveniente

del altiplano cundiboyacense.
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Tabla 1-6 Proteina en polen apicola (en base seca)
Componente Contenido Met(.)(.jo d'e, Referencias
(%) cuantificacion
Proteina 18,7-25,4 Kjeldahl (N x 6.25) (Barajas Ortiz et al., 2009; Benavides Guevara, 2016;

Duran Jiménez & Quicazan Sierra, 2014; Fuenmayor

Bobadilla et al., 2014; Gutiérrez Cortés, 2012;

Gutiérrez Ortiz et al., 2010; Zuluaga Dominguez, 2015)
(AA, % de la fraccion proteica)

Aspartato 1,54 -2,53 HPLC (Benavides Guevara, 2016; Zuluaga Dominguez, 2015)
Glutamato 1,66 — 3,04
Serina 0,56 — 1,40
Histidina 0,47 - 1,59
Glicina 0,43-1,25
Treonina 0,21 -1,20
Arginina 0,49 -1,41
Alanina 0,59 - 1,46
Tirosina 0,30-0,78
Valina 0,42-1,14
Fenilanalina 0,45-1,17
Isoleucina 0,52 -1,03
Leucina 0,65-1,86
Lisina 0,24-1,10
Prolina 0,56 — 1,57
= Cenizas

El contenido de cenizas del polen procedente del altiplano se encuentra entre (2,1- 2,9
%) (Barajas Ortiz et al., 2009; Duran Jiménez & Quicazan Sierra, 2014; Fuenmayor
Bobadilla et al., 2014; Gutiérrez Cortés, 2012). Dentro de los minerales que componen
las cenizas, el potasio es el mas concentrado, seguido en orden decreciente por calcio,
magnesio, sodio, hierro, zinc y cobre. En la Tabla 1-7 se presenta el contenido de

cenizas.
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Tabla 1-7 Contenido de cenizas en polen apicola (en base seca)

Componente Contenido Met(_)(_:lo d.e, Referencias
cuantificaciéon

Cenizas (%) 21-29 Incineracion en (Barajas Ortiz et al., 2009; Duran Jiménez &

mufla Quicazan Sierra, 2014; Fuenmayor Bobadilla et

al., 2014; Gutiérrez Cortés, 2012)

Sodio (mg kg?) 90 — 137 HPLC (Benavides Guevara, 2016; Zuluaga Dominguez,
Potasio (mg kg™?) 5.029 - 5.625 2015)
Calcio (mg kg) 1.696 —1.717
Hierro (mg kg) 63,0 -70,7
Magnesio (mg kg?) 844 —1.029
Cobre (mg kg?) 8,6 —13,4
Zinc (mg kg?) 32,7-47,4

» Compuestos bioactivos

Dentro de los compuestos bioactivos que se encuentran en el polen del altiplano se tiene
B-caroteno, vitamina E y componentes antioxidantes, entre otros compuestos. En la
Tabla 1-8 se presenta el contenido de algunos compuestos bioactivos identificados en

polen proveniente del altiplano cundiboyacense.

Tabla 1-8 Contenido de bio-compuestos en polen apicola (en base seca)

Componente Contenido Metc_;do d.e, Referencias
cuantificacion
B—caroteno (mg kg?) 170-2.149 Espectrofotometria (Barajas Ortiz et al., 2009; Chavarro

Pulido, 2013; Chavarro Pulido, Salazar

Gonzalez, Diaz Moreno, & Quicazan

Sierra, 2012b; Salazar Gonzalez, 2014)

Vitamina E (ug g*) 39,24 - 119 HPLC (Chavarro Pulido, 2013; Chavarro
Pulido, Salazar Gonzalez, Diaz Moreno,

& Quicazan Sierra, 2012a; Chavarro

Pulido et al., 2012b; Salazar Gonzalez,

2014)

Fenoles totales (mg g) 14,9-21,2 Espectrofotometria (Chavarro Pulido et al., 2012b)

FRAP *1 (mM [Fe3+) 0,074 -0,078
TEAC 2 (mM Troloxg') 0,067 - 0,073

*Comunmente, la capacidad antioxidante se mide utilizando un ensayo de decoloracion, empleando dos
técnicas, 'FRAP: Recuperacion de Fluorescencia Posterior al Foto-blanqueamiento, la cual sirve para para
medir dinAmicas moleculares; y 2TEAC: Capacidad Antioxidante equivalentes al estandar de Trolox.

1.5.3.Uso de polen apicola en alimentacion de animales domeésticos

El polen apicola es un alimento natural que ha sido utilizado en la dieta de animales
domésticos. Su inclusion en una proporcion de 1 % en la dieta de gallinas ponedoras
incrementa el porcentaje de postura al dia y la masa del huevo, asi mismo disminuye el

consumo de concentrado. Se observa mejoramiento de la calidad del huevo en términos
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de grosor de la cascara, proporcion de volumen y mayor coloracion de la yema, en

comparacion con una dieta sin adicién de polen (Abou EI-Naga, 2014).

Adicionalmente, se ha demostrado que la inclusién de polen en una proporcion de 2,5 %
en la dieta de cerdos mejora la conversién alimenticia y ganancia de peso (Krell, 1996).
Igualmente, su inclusiébn en una proporcion de 1 % en la dieta de conejos mejora el
porcentaje de supervivencia en neonatos y aumenta la produccion de leche materna en
las hembras (Dias et al., 2013).

Asi mismo, su inclusion en la dieta de pollos machos Ross 308 en una proporcion de 800
mg kg de dieta, disminuye la oxidacion lipidica de la pechuga y los perniles de esta
estirpe de pollos, ya que se reporta menor contenido de MDA durante el congelamiento
durante 6 meses, en comparacién con una dieta sin adicion de polen en la dieta (Hascik,

Omer, Elimam, Bobko, & Kacaniova, 2011).

Por otra parte, la inclusién de polen en la formulacion de carne reestructurada en una
proporcion de 3 y 4,5 %, disminuye la pérdida de grasa y agua durante la coccién,
aumenta el contenido de acidos grasos insaturados omega -3 y -6, disminuye la
oxidacién lipidica y disminuye el crecimiento de microorganismos durante pruebas de
vida util, sin afectar la calidad sensorial del producto terminado (Turhan, Yazici,

Saricaoglu, Mortas, & Genccelep, 2014).

El polen puede ingresar a los ambientes acuaticos de los campos agricolas y rurales por
el agua de lluvia, el viento, los insectos y tener efectos a largo plazo en los peces. Estos
efectos aparecen como reacciones fisiolégicas y bioguimicas en poblaciones o
ecosistemas. Un estudio evalué la capacidad antioxidante de un extracto de polen
apicola en alcohol, utilizado en diferentes concentraciones en el agua de engorde de 49
hembras de trucha arco iris, con peso inicial de 48,54 + 5,12, sobre parametros
bioquimicos del cerebro. Se adicioné polen seco en concentraciones de 0,5; 2,5; 5; 10;
20; y 30 mg I'* durante 96 h, y se evaluaron los niveles de malondialdehido, estatus
antioxidante total, status oxidante total, indice de estrés oxidativo y cantidad total de
grupos sulfidrilo libres, en tejido encefalico de los peces. Se encontr6é que los niveles de
malondialdehido disminuyeron en los grupos tratados con polen en concentraciones de
0,5; 2,5; 5; 10; 20; y 30 mg I'* de agua, en comparacién con el grupo control (p<0,05). El

nivel mas alto del status antioxidante total (p<0,05) y el nivel mas bajo del status oxidante
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total (p<0,05) fue para el grupo de peces tratado con 10 mg de polen I de agua. De
acuerdo con Gulhan y colaboradores, el suministro de 10 mg de polen por litro de agua
en el cultivo de trucha, mejora pardmetros de bienestar reflejados en parametros

productivos y de calidad de los peces (Gulhan, Akgul, Dastan, & Dastan, 2014).






2. Materiales y métodos

2.1. Polen apicola

2.1.1.0rigen botanico

En este estudio, se utilizd polen seco proveniente de apiarios 'Los Cerezos' ubicados en
el municipio de Viracacha (departamento de Boyacd, Colombia) (5.4343986, -
73.2973843), colectado durante las cuatro primeras semanas del mes de septiembre de
2017.

Utilizando un juego de tamices estandar ASTM, el polen fue seleccionado con base en su
tamafo de particula. Del polen obtenido en los tamices n° 12 (1,7 mm) y n° 16 (1,18 mm)
se clasificaron los pellets por color con ayuda de una carta de colores Pantone®
(Formula Guide Coated & Uncoated, USA) (Ledn Bonilla & Nates-Parra, 2012).

Luego, se realiz6 analisis palinolégico mediante acetélisis, de acuerdo con la
metodologia propuesta por Gonzalez Gutiérrez, con modificaciones minimas. Para esto,
se contaron 20 corbiculas de cada color encontrado en los tamices n°12 y n°16 en un
tubo de polipropileno para centrifuga de 50 ml, al cual se le agregaron 25 ml de acético
glacial, se homogenizé mediante agitaciébn en un vértex durante 2 min, dejando la
muestra 24 h en reposo, para luego centrifugar durante 3 min a 3.000 rpm, y se decant6
el sobrenadante. Al material resultante se le afiadieron 25 ml de mezcla acetolitica (1:9
acido sulftrico — anhidrido acético), se homogenizé y se calent6 en un bafio de agua en
ebulliciébn durante 5 min, se centrifugd por 3 min a 3.000 rpm y se decantd. Luego, la
muestra se lavo con 25 ml de acido acético glacial, se homogenizd, se centrifug6é durante
3 min a 3.000 rpm y se decanté. El material polinico se lavd con 25 ml de alcohol al 70 %,
se homogenizd, se centrifugd a 3.000 rpm, y se decanté el sobrenadante. Este

procedimiento se repiti6 dos veces mas con alcoholes al 95 y 97 %, respectivamente.
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Los tubos con las muestras de polen, se ubicaron en una gradilla en posicién vertical,
haciendo el montaje de cada muestra de forma semipermanente utilizando el método
glicero-gelatina fucsinada (Gonzalez Gutiérrez, 2016). La identificacion de los tipos
polinicos se hizo mediante el conteo en 30 campos con un microscopio éptico (40x y
100x) y con ayuda de claves palinoldgicas de referencia identificadas en la palinoteca del
Laboratorio de Investigaciones en Abejas de la Universidad Nacional de Colombia sede
Bogota. Para determinar la dominancia de los tipos polinicos se tuvo en cuenta el
siguiente criterio: polen dominante (>45 % del total), polen secundario (16-45 %), polen
importante (3-15 %) y polen ocasional (<3 %) (Barth, 2004).

2.2. Extraccion de carotenoides

El polen seco seleccionado en los tamices n°12 y n°16 fue pulverizado con un molino
eléctrico, y luego se paso a través de un tamiz n° 60. Para extraer carotenoides se llevé a
cabo una extraccion solido-liquido en aceite vegetal (AV) a temperatura ambiente (18 + 2
°C), utilizando varias relaciones de polen y aceite de girasol (Oleocali®, Colombia)
(Sachindra & Mahendrakar, 2005), con el fin de determinar la concentracion de
carotenoides. La mezcla de polen y aceite se dejé en agitacion constante en oscuridad
durante 24 h. En seguida, la mezcla se centrifug6 a 3.500 rpm durante 10 min para
separar la capa de aceite vegetal pigmentado (AVP) (sobrenadante) del residuo de polen
(RP) (sedimento). Se determiné el contenido de carotenoides del AVP obtenido.

2.2.1.Determinacion de carotenoides totales

= En polen apicola

Se determiné el contenido de carotenoides totales (CT) del polen seco seleccionado y
pulverizado, siguiendo la metodologia descrita por Salazar Gonzalez. Se pesaron 50 mg
de polen en un tubo de polipropileno para centrifuga de 50 ml. Se agregaron 2 ml de
acetona (99,5%, Panreac, Alemania), se homogenizé mediante agitacion en un vortex
durante 1 min y se centrifugd a 3.500 rpm durante 15 min, se recuperé el sobrenadante
filtrdndolo a través de un filtro de papel Whatman N° 4 y se transfirié cuantitativamente a
un matraz aforado de 25 ml. Se repitié 5 veces este procedimiento. En seguida, se llevo a

volumen el matraz con acetona y se midioé la absorbancia a 450 nm, usando acetona
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como blanco en un espectrofotémetro Genesys 10S UV-Vis (Thermo Scientific, USA) en
una celda de cuarzo de 1 cm. Se prepard una curva de calibracién usando (B-caroteno
estandar 297 % (UV) (Sigma Aldrich) en un rango de concentracion desde 0,10 hasta
3,50 ug ml?, obteniéndose la ecuacion (y = 0,2151m — 0,0141, R? = 0,9992), donde y es
absorbancia (adimensional, unidades de absorbancia) y m es concentraciéon (ug B-
caroteno ml?'). Los CT se calcularon en miligramos equivalentes de B-caroteno por

kilogramo de polen seco (Salazar Gonzalez, 2014).

= En aceite vegetal (AV) y aceite vegetal pigmentado (AVP)

El contenido de CT en el AVP se determiné siguiendo la metodologia descrita por
Szydtowska-Czerniak y colaboradores. Se disolvieron 0,04-0,06 g de AV, o de AVP, en n-
hexano 95,0 % (Panreac, Alemania), empleando un matraz aforado de 25 ml. Se llevé a
volumen el matraz con hexano y se midié la absorbancia a 450 nm utilizando n-hexano
como blanco en un espectrofotémetro Genesys 10S UV-Vis (Thermo Scientific, USA) en
una celda de cuarzo de 1 cm. Se prepard una curva de calibracién usando (B-caroteno
estandar 297 % (UV) (Sigma Aldrich) en un rango de concentracion desde 0,10 hasta
3,50 ug ml?, obteniéndose la ecuacién (y = 0,2879m — 0,0935, R? = 0,9993) donde y es
absorbancia (adimensional, unidades de absorbancia) y m es concentraciéon (ug B-
caroteno mlt). Los CT se calcularon en miligramos equivalentes de B-caroteno por litro,
considerando un valor de densidad del aceite de 0,92 (Szydtowska-Czerniak, Trokowski,
Karlovits, & Sztyk, 2011).

2.3. Dietas experimentales

Se prepararon cuatro dietas experimentales (tratamientos) afiadiendo cantidades
requeridas de carotenoides a una dieta comercial (DC)® sin pigmento, extruida, de 3,5
mm de tamafo de pellet (Solla®, Trucha 43 %, registro ICA 12783AL), siguiendo la

metodologia empleada por Bowen y colaboradores (Bowen et al., 2002).

3 Ingredientes: harina de pescado, arroz grano, torta de soya, harina de carne, aceite de pescado, fosfato
bicalcico y/o fosfato tricalcico, DL-Metionina, L-Lisina, Treonina, vitaminas A, D, E, K, B1, B2, B6, B12, C,
cloruro de colina, niacina, biotina, pantotenato de calcio, acido félico, sulfatos de hierro, cobre y magnesio,
oxido y/o sulfato de zinc, yodato de calcio, selenito de sodio, antioxidante BHT (Solla, 2005).
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Se prepararon dos dietas control. La primera, llamada 'control negativo' (C-), en la cual se
adiciond AV a la DC. La segunda, llamada 'control positivo' (C+), en la cual se adicioné
AV y astaxantina sintética (Lucantin® Pink, BASF Alemania) en una concentracion de 50
mg kg? de dieta. Se prepararon dos dietas agregando por balance de materia AVP a la
DC. La primera, llamada 'polen uno' (P1), en la cual se adicion6 AVP de tal forma que se
obtuviese una concentracion de CT aproximada de 25 mg kg? de alimento. La segunda,
llamada 'polen dos' (P2), en la cual se adiciond6 AVP de tal forma que se obtuviese una
concentracion de CT aproximada de 50 mg kg™ de alimento.

Para la dieta C+ se mezcl6 Lucantin® Pink con agua destilada. Luego, esto se mezclo
con AV vy lecitina de soya. La mezcla se homogeniz6 en un Ultra-Turrax (IKA®T18
basico) durante 2 min a 1.500 rpm. La emulsion de astaxantina resultante se afiadié
lentamente (10 minutos) junto con los pellets de la dieta basal (10 kg), en una batea de
polietileno para alimentos, mientras los pellets y la emulsion fueron mezclados
manualmente con una espatula de silicona (Tramontina®, Colombia). Luego, la mezcla
fue dejada en reposo durante 1 h en oscuridad a temperatura ambiente. No hubo

evidencia de aceite residual en el recipiente de mezcla después del proceso.

Las dieta C- se prepar6 utilizando AV, agua destilada, lecitina de soya, y se sigui6 el
mismo procedimiento descrito para la preparacion de la dieta C+. Las dietas P1 y P2
fueron preparadas utilizando AVP, agua destilada, lecitina de soya, y se siguié el mismo

procedimiento llevado a cabo con las dietas C+y C-.

A seguir, las dietas se empacaron al vacio, en una empacadora (minipack®-torre, Italia),
en raciones de 1 kg, utilizando bolsas de polietileno de 70 micras (Evapack, Colombia)
con un porcentaje del 95 % de vacio. Las dietas fueron protegidas de la luz, y se

mantuvieron a una temperatura entre (0 + 2 °C) hasta su suministro a los peces.

Dentro de las ventajas que se tienen de recubrir los pellets de concentrado con una fase
oleosa después de la granulacion es que permite aumentar el contenido de aditivos,
calorias y absorcién de vitaminas liposolubles y acidos grasos esenciales, aumentando la
proporcién de aceite en los granulos sin afectar su textura. Los recubrimientos oleosos

pueden impregnarse profundamente en los granulos de alimento, asegurando una buena
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mezcla y calidad, disminuyendo la dispersion de particulas y polvo del alimento al

ambiente (AmisyGroup, 2000).

Una vez preparadas las dietas, se cuantific6 el contenido de CT mediante
espectrofotometria. Se pre-homogenizaron 10 g de pellets de cada dieta en un molino
eléctrico, siguiendo la metodologia descrita previamente en la pagina 36. El contenido de

CT fue calculado en miligramos equivalentes de [3-caroteno por kilogramo de alimento.

Adicionalmente, se realiz6 el analisis proximal de las dietas. El porcentaje de humedad
se determind mediante secado en estufa de aire forzado a 105 °C. El contenido de
ceniza se determiné por combustién en mufla a 550 °C. El contenido de proteina bruta (N
x 6,25) se determind utilizando el método estandar Kjeldahl y el contenido de grasa bruta
se determind mediante extraccion Soxhlet, ver pagina 87 (AOAC, 2005).

2.4. Condiciones y manejo de los peces

El experimento se llevé a cabo en las instalaciones de la finca Truchas de la Sierra Ltda
(4,807090, -73,877312), ubicada en el municipio de Guasca (Departamento de
Cundinamarca, Colombia). Se utiliz6 un estanque de concreto (12 m x 2,5 m x 1 m) con
recambio de agua (>50 %) cada 2 h. Cada dos semanas, durante el periodo de
experimentacion, se registraron temperatura y oxigeno disuelto, usando un termémetro y
un oximetro digitales, tanto en la entrada como en la salida del flujo de agua, obteniendo

rangos entre (9,1-10,7 °C), y (7,6-7,8 mg O I'), respectivamente.

Se utilizé un total de 144 truchas arco iris (Oncorhynchus mykiss) en fase de engorde,
con un peso Y talla inicial de (206,3 + 6,2 g) y (26,5 = 0,3 cm), respectivamente. Las
truchas se distribuyeron en 12 jaulas flotantes (0,8 m x 0,8 m x 1,0 m), construidas con
tubos de PVC y malla plastica, alojando 12 truchas por jaula, para una biomasa inicial de
3,9 kg m3*. Las 12 jaulas se distribuyeron aleatoriamente entre las cuatro dietas
experimentales (tres jaulas por tratamiento). En la Figura 2-1 se presenta un el esquema
de numeracion y distribucion de las jaulas en el estanque de concreto y el producto de la

aleatorizacion de las jaulas entre las dietas experimentales.
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Las truchas fueron alimentadas manualmente tres veces al dia (7:00 h - 12:00 h -17:00 h)
durante un periodo de ocho semanas, utilizando una racién entre 1,88 y 2,16% de la

biomasa, ajustando la racién cada 14 dias.

Water input

Cage 1-P2 | Cage2-C-

Cage 3-P1 | Caged-C+

Cage 5-C+| Cage 6-P1

Cage 7-P2 | Cage 8 -C-

Cage 9-C-|Cage 10-C+

Cage 10-P1| Cage 12- P2

Water outlet

Figura 2-1 Distribucién de las jaulas en el estanque

Se alojaron 12 truchas por jaula (Cage) y se distribuyeron tres jaulas por tratamiento, los cuales fueron C-:
control negativo, 1.4 mg carotenoides totales kg*; C+: control positivo, 50 mg astaxantina kg; P1: Polen 1,
25 mg carotenoides totales kg-1; P2: 50 mg carotenoides totales kg

2.4.1.Evaluacion de pardmetros zootécnicos

Los dias 0, 14, 28 y 42, se tomaron 6 individuos de cada jaula y se evaluaron parametros
segun Ecuacién 2-1, Ecuacién 2-2, Ecuacién 2-3 y Ecuacién 2-4 (Heinen, Hankins, &
Subramanyam, 1995; Jalili, Tukmechi, Agh, Noori, & Ghasemi, 2013; Kelestemur &
Seven, 2013):
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Ecuacion 2-1 Ganancia de peso
(Peso final (g) — Peso inicial (g))

0, =
(@GP, %) = Peso inicial (g) ]x 100
Ganancia de peso?
(Peso final (g) — Peso inicial (g))
@GP, g/d) = [

Periodo (d)

Ecuacion 2-2 Tasa de crecimiento especifico
(Log e Peso final (g) — Log e Peso inicial(g))
(TCE, %/d) = [ . ]x
Periodo (d)

100

Ecuacion 2-3 Ganancia de longitud

Longitud final (cm) — Longitud inicial (cm
(61, 90) = (Lngitud final (o) — Long ), x 100
Longitud inicial (g)

Ganancia de longitud®
(Longitud final (mm) — Longitud inicial (mm))]

(GL,mm/d) = [ Periodo (d)

Ecuacién 2-4 Factor de condiciéon
Peso del pez
(FC,%) = [ pez (9) 3
ongitud del pez (cm)

] x 100

Al final de las 8 semanas (dia 56), antes de la primera alimentacion, los peces se

sumergieron en una mezcla 1:1 de agua con hielo durante 10 min, lo que provocé su

insensibilizacion. Luego, los peces fueron sacrificados con un corte en la veértebra

cervical. El sacrificio se realizé siguiendo las recomendaciones de la FAO y la Asociacion
Americana de Medicina Veterinaria (Leary et al., 2013). Este estudio fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la
Universidad Nacional de Colombia (Resolucion CB-FMVZ-UN-65-18) (Bogota, Colombia).

En este dia se evaluaron los parametros descritos y dos parametros adicionales (Zhang

et al., 2013) segun Ecuacién 2-5y Ecuacién 2-6:

Ecuacion 2-5 indice hepatosomatico
Peso del higado
(IHS, %) = [ gado (g)
Peso del pez (g)

] x 100

Ecuacién 2-6 indice vicerosomatico
Peso de viceras (g)
vs, %) = [

100
Peso del pez (g) Ix

4 La ganancia de peso fue calculada en gramos al dia (g d'1), siendo el periodo de 56 dias.

5 La ganancia de longitud fue calculada en milimetros al dia (mm d), siendo el periodo de 56 dias.
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A seguir, se obtuvieron los filetes de las truchas retirando manualmente con un cuchillo la
cabeza y la cola; las espinas y huesos se retiraron cortando manualmente las espinas
hasta la base de la espina dorsal, y luego quitando esta ultima. Los filetes con piel y en
corte ‘mariposa’ obtenidos en cada uno de los cuatro tratamientos fueron lavados con
agua potable y empacados individualmente, en bolsas de polietileno de grado alimentario
y transportados en una cava de poliuretano con hielo durante 90 min hasta el Instituto de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia (ICTA). En
seguida, se empacaron al vacio en una empacadora (mini-pack®-torre, lItalia), como
barrera para el oxigeno, promotor principal de la degradacion de la calidad y vida util de
la carne fresca, utilizando bolsas de polietileno de 70 micras (Evapack, Colombia) con un
porcentaje del 95% de vacio. Los filetes fueron almacenados a 0 + 2 °C durante un
periodo de refrigeracion de 21 dias, con el fin de evaluar su calidad y estabilidad

mediante pruebas fisico quimicas y sensoriales.

2.5. Calidad y estabilidad del filete

Una vez los filetes fueron almacenados en refrigeracion, se evaluaron parametros de
calidad, que son recomendados para comercializacion del producto fresco como el
andlisis microbioldgico, la composicion proximal, el perfil lipidico, y el andlisis sensorial
del producto, en especial la evaluacion del color y su contenido de carotenoides totales

en la carne.

Adicionalmente, se evaluaron parametros en el filete en los dias 1, 7, 14 y 21, del periodo
de refrigeracion. Se tuvieron en cuenta parametros para evaluar la estabilidad del filete
gue se basan en reacciones de tipo oxidativo y evalian la degradacion de proteinas, en
el caso del pH y el nitrégeno basico volatil total, y la oxidacion primaria y secundaria de
las grasas presentes en el filete fresco, en el caso del valor de peréxidos y las sustancias

reactivas al acido tiobarbiturico (Fuentes Lépez et al., 2013).

2.5.1. Andlisis proximal

Las muestras de filete se prepararon seleccionando aleatoriamente tres peces de cada
tratamiento a los cuales se les retird la piel del filete izquierdo y se tomaron manualmente

hasta 10 g de carne con la ayuda de un sacabocados de 11/2 pulgadas, en tres
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posiciones a lo largo de la linea anterior de los mismos: cerca a la cabeza, entre la
cabeza y la cola, y cerca a la cola. En seguida, la carne de cada tratamiento fue
homogenizada con la ayuda de un molino eléctrico, en intervalos de encendido de 5 sy
reposo de 10 s, hasta obtener una pasta homogénea. De esta, se tomaron masas de
sub-muestras y se sometieron a analisis proximal (contenido de humedad, proteina,
grasa y cenizas), de acuerdo con metodologias recomendadas por la AOAC, ver pagina
87 (AOAC, 2005).

2.5.2.Perfil lipidico

Se hizo una extraccion lipidica de los filetes siguiendo el método de Folch (Folch et al.,
1957; Rincén y Albarracin, 2013). La preparacion de ésteres metilicos de acidos grasos y
el andlisis de cromatografia de gases se hicieron siguiendo el método de Salcedo y
colaboradores (Salcedo, Quin, Melgarejo, Herna, & Ferna, 2018). Los ésteres metilicos
de acidos grasos se prepararon usando una solucion de metanol y trifluoruro de boro
(Sigma Aldrich) en un medio 4cido a 60 °C durante 15 min. Luego, a 30 °C, se adicion6 1
ml de n-hexano 95,0% (Panreac, Alemania), agitando la muestra. El sobrenadante de la
mezcla fue eliminado con una pipeta Pasteur. La fase organica se us6 para la separacion
de ésteres de metilo con sulfato de sodio anhidro. El analisis se hizo con un cromatdgrafo
de gases 4890 D (Agilent Technologies, USA) equipado con auto muestreador y
autoinyector. Se utilizd6 una columna HP-5 de 60 m x 0.250 mm x 0.25 um. Para la
deteccion, un detector de ionizacibn de llama (FID) y el puerto del inyector se
mantuvieron a 260 °C. El programa de calentamiento de la columna comenz6 a 150 °Cy
aumento6 a 300 °C a 5 °C min. La velocidad de flujo del gas de arrastre, helio, fue de 1
ml min, el flujo de hidrégeno fue de 30 ml min?, y el flujo de aire sintético fue de 300 ml
mint. La composicién cualitativa de acidos grasos se determiné por comparacién de los
tiempos de retencién de los picos obtenidos con los de patrones (Sigma Aldrich) de
ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES). Luego, estos fueron cuantificados como
porcentaje de la relacion entre el area del pico individual y las areas de los picos totales

de los acidos grasos (Salcedo et al., 2018).

2.5.3.Analisis microbiolégico

En el dia 1 del periodo de refrigeracion se evalud la calidad microbiolégica de los filetes

de acuerdo con la legislacion colombiana vigente (ICONTEC, 2009). Los andlisis
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microbioldgicos se llevaron a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Microbiologia
del ICTA. Se evaluaron parametros como conteo en placa de coliformes, Staphylococcus
coagulasa positiva, E. coli, Salmonella, y Vibrio, de acuerdo con los protocolos descritos
por Holguin Hernandez, ver pagina 84 (Holguin Hernandez, 1998). Con los resultados
obtenidos se tomo la decision de realizar un analisis proximal a los filetes, debido al
riesgo biolégico potencial que representa el consumo de productos pesqueros en
Colombia.

2.5.4.Analisis sensorial

Se llevo a cabo una evaluacion sensorial entre 60 consumidores (panel evaluador no
entrenado): estudiantes, profesores y visitantes de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Bogota, siguiendo la metodologia propuesta por Yanar y colaboradores. Se
determiné la aceptacion de aroma, sabor, textura y color de los filetes utilizando una
escala heddnica de cinco puntos (1 = no me gusta nada, 5 = me gusta mucho). Las
muestras se identificaron con cddigos aleatorios de tres digitos. Para los andlisis de
aroma, sabor y textura, el filete izquierdo entero con piel, en cada tratamiento, fue
cocinado al vapor hasta alcanzar una temperatura interna de 72 °C. A seguir, se le quitd
la piel al filete y se cort6é en raciones con la ayuda de un sacabocados de 11/2 pulgadas,
y se presentd inmediatamente a los consumidores. Durante la evaluacion sensorial, a los
consumidores se suministré agua y galletas entre muestras. El analisis de color se realizé
en filetes crudos empacados al vacio, evaluando la preferencia de los consumidores por
el color de los grupos de filetes. Los analisis de aroma, sabor y textura se realizaron
independientemente del andlisis visual del color (Yanar et al., 2007). Se escogio el dia 7
para evaluar los atributos sensoriales de los filetes de trucha por tratarse del punto medio
de la vida util estimada. En este punto, se considera que el producto ha desarrollado
atributos de maduracion y ain no ha empezado el tiempo critico de deterioro del filete por
oxidacion, estimado en 14 dias de acuerdo con los reportes hechos por Moroney y

colaboradores (Moroney et al., 2015).

= Evaluacion del color y contenido de carotenoides

Se evaluo el color del filete de trucha usando un ChromaMeter CR-400 (Konica Minolta

Sensing, Inc, Japon) equipado con un area de medicion de 8 mm de diametro, fuente de
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luz C y angulo de observacion de 2°. EI Chroma Meter se calibré en el sistema de
coordenadas de color CIE LAB utilizando un blanco estandar. Se hicieron mediciones del
filete entero en tres lugares: cerca de la cabeza, entre la cabeza y la cola y cerca de la
cola. El promedio de estas tres mediciones se calculé para determinar los valores L*, a* y
b* (Choubert et al., 2006; Roncarati et al., 2011).

Adicionalmente, el color de los filetes enteros fue comparado con el abanico colorimétrico
SalmoFan™ (DSM, Colombia), que adopta una escala que varia desde 20 (rojo palido)
hasta 34 (rojo oscuro), bajo condiciones estandarizadas de lugar y fuente de luz artificial.
Este método fue utilizado porque es facil de utilizar, comparar y adquirir por los
productores (Roncarati et al., 2011).

El contenido de carotenoides se evaluo siguiendo el método de Teimouri y colaboradores
(Teimouri et al., 2013b). Se pesaron 5 g de sub-muestra de filete en un tubo de centrifuga
de polipropileno de 50 ml, adicionando 10 ml de acetona (99,5%, Panreac, Alemania) y 2
g de sulfato de sodio anhidro. La mezcla fue homogenizada durante 20 s en un Ultra-
Turrax (IKA®T18 basico). Las muestras se almacenaron durante 24 h en oscuridad a
temperatura de refrigeracién (0 £ 2 °C). Las soluciones se centrifugaron a 3.500 rpm
durante 15 min y se filtraron a través de un papel de filtro Whatman N° 4. Se hicieron
lavados sucesivos del precipitado hasta la desaparicion del color. Los pigmentos de
carotenoides en acetona se transfirieron a un matraz aforado de 50 ml. La absorbancia
se midié a 450 nm contra acetona como referencia en un espectrofotometro Genesys
10S UV-Vis (Thermo Scientific, USA) en una celda de cuarzo de 1 cm. Los CT en las
muestras se calcularon en miligramos de B-caroteno equivalentes por kilogramo de
carne, de acuerdo con la curva de calibracion en acetona descrita previamente, ver

pagina 36.

2.5.5.Medicién del pH

Se pesaron 10 g de filete y se adicionaron 90 ml de agua destilada en un vaso de
precipitados de 250 ml. La mezcla fue homogenizada en un Ultra-Turrax (IKA®T18
béasico) durante 10 s. El pH se midié con un pH-metro Jenway® 3510 (Bibby Scientific
Ltd, Reino Unido) (Moroney et al., 2015).

2.5.6.Nitrogeno basico volatil total (N-BVT)
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La determinacion del contenido en N-BVT® en muestras pescado puede realizarse
mediante diferentes metodologias analiticas como son el método de microdifusién, el
método de destilacion directa o la destilacion de un extracto sin proteina mediante 4cido
tricloroacético (Fuentes Lopez et al.,, 2013). La determinacién del N-BVT se realizd
mediante destilacion directa, siguiendo la metodologia aprobada por la ‘Commission of
the European Communities’ (CEC, 1995). Se mezclaron 10 g de filete con 150 ml de
agua destilada y 2 g de MgO. Luego, la solucién se puso en una unidad de destilacién
hasta obtener 50 ml de extracto. El flujo de salida de la destilacion se sumergi6é en un
receptor con 20 ml de solucién de acido bérico, con indicador de Tashiro, durante 15 min.
Las bases volatiles totales se valoraron con una solucion de &cido clorhidrico estandar y
su concentracion se calcul6 de acuerdo con la Ecuacion 2-7:

Ecuacion 2-7 Nitrogeno bésico volatil total
(((Vm =Vb)-0,14-2- 100)]

N
N —BVT (mg100g)=[ w

Donde Vi = volumen de &cido clorhidrico 0,01 M gastados en la valoracién de la muestra
(ml); Vb = volumen de &cido clorhidrico 0,01M gastados en la valoracién del blanco (ml); y
W = peso de la muestra (g, en peso fresco).

2.5.7.Valor de peroxidos

La determinacion del VP se hizo siguiendo la metodologia aprobada por la ‘Commission
of the European Communities’ (CEC, 2016). Se pesaron 2 g de grasa de filete, extraidos
por el método Soxhlet, en un matraz y se afadié una solucion de acido acético glacial y
cloroformo. Luego, se agreg6 una solucién concentrada de yoduro de potasio. Se hizo
valoracion con una solucion estandarizada de tiosulfato de sodio. El VP se calcul6 de

acuerdo con la Ecuacioén 2-8:

Ecuacion 2-8 Valor de peréxidos

N - (Vm — Vb) - 1000
VP (mEq.02 /kg) = W

6 El término general de nitrégeno basico volatil total (N-BVT) incluye todas aquellas bases nitrogenadas volatiles, como son
la trimetilamina (producida por el deterioro bacteriano), dimetilamina (producida por enzimas autoliticas durante el
almacenamiento en congelacion), amoniaco (producido por desaminacion de aminoacidos y catabolitos de nucleétiodos) y
otros compuestos nitrogenados basicos volatiles asociados con el deterioro de los productos pesqueros (Fuentes Lopez et
al., 2013).
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Donde Vi = volumen de tiosulfato de sodio gastados en la valoracién de la muestra (ml);
Vb = volumen de tiosulfato de sodio gastados en la valoracion del blanco (ml); N =

normalidad del tiosulfato de sodio (0.01 N) y W = peso de la muestra (g, en peso fresco).

2.5.8.Sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (SR-TBA)

La determinacion de las SR-TBA se hizo siguiendo el método de Tarladgis y
colaboradores (Tarladgis, Watts, Younathan, & Dugan Jr., 1960). Diez gramos de filete
fueron mezclados con 97 ml de agua destilada, 3 ml de solucién estandarizada de acido
clorhidrico y antiespumante de silicona en un matraz Kjehlahl. La mezcla se destil6 hasta
obtener 50 ml. Luego, 5 ml del destilado y 5 ml de reactivo TBA se calentaron en un bafio
de agua en ebullicion durante 35 min. Se midio6 la absorbancia a 532 nm contra un blanco
(sin adicion de muestra) usando un espectrofotometro UV-Vis Genesys 10 S (Thermo
Scientific, USA). Los productos de oxidacion se calcularon de acuerdo con la Ecuacién
2-9:

Ecuacién 2-9 Sustancias reactivas al acido tiobarbitlrico
((A—b)-72,03-V)

(W -m - 1000)

SR — TBA (mg MDA/kg) =

Donde A = absorbancia a 532 nm; V = volumen del extracto (ml); W = peso de la muestra
(g, en peso fresco); m la pendiente y b la interseccion en y de la ecuacion de la recta

obtenida en la curva de calibracion elaborada.

2.6. Disefio experimental y andlisis estadistico

El experimento se llevé a cabo bajo un disefio completamente al azar. Todos los datos

fueron evaluados para la normalidad de la distribucién y la homogeneidad de la varianza.

En el periodo de cultivo, las unidades experimentales fueron las jaulas, asignadas
aleatoriamente (n= 3 jaulas) a cada tratamiento, evaluado cada parametro de forma

independiente.

En el periodo de refrigeracion, las unidades experimentales fueron los filetes de cada
tratamiento. Todos los parametros evaluados y mediciones fisico-quimicas fueron
llevados a cabo por triplicado. Para comparar los tratamientos, se realizaron andlisis de

varianza con una via de clasificaciéon (ANAVA). Las comparaciones entre promedios se
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hicieron mediante el ‘Tests de Diferencias Minimas Significativas’ (LSD, por sus siglas en

inglés), utilizando el software SAS versidn 9.4 (SAS Institute Inc., USA).

Para el analisis sensorial, las diferencias de los parametros de aroma, olor, sabor, textura
y color, se determinaron usando la mediana de los datos y el andlisis mediante
estadistica no paramétrica, y comparaciéon de medianas mediante una prueba de

Friedman.

Por otra parte, se realiz6 andlisis global de los datos mediante un Andlisis de
Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés), que es una técnica estadistica
gue busca reducir la dimensionalidad de los datos, manteniendo la mayor cantidad de
informacion posible de la varianza obtenida. La informacién obtenida durante el periodo
de cultivo y durante el periodo de refrigeracion, se estudié independientemente mediante
el andlisis de dos gréficos (score plot y loading plot), los cuales son herramientas que
permiten establecer relaciones entre muestras, entre variables, y entre muestras con
respecto a las variables (Zuluaga Dominguez, 2015). Se emple6 el software Matlab
R2017a version 9.2. (Math Works Inc., USA).
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3.1. Polen apicola

3.1.1.0rigen botanico

En la Tabla 3-1 se presentan los cédigos de los colores Pantone®, el color aparente, y
los taxones hallados en este estudio. En la Figura 3-1 se muestran las fotografias
obtenidas en el microscopio. Se obtuvieron 8 montajes en lamina, uno por cada color, y
se determinaron los tipos polinicos. Se observa que 6 de las muestras analizadas
corresponden con pélenes dominantes Raphanus sativus, Eucalyptus globulus,
Monocotileddnea, Salix humboldtiana, Asteraceae e Hypochaeris radicata, asociados a
un color Pantone®. Las 2 muestras restantes corresponden con muestras secundarias,
T. repens y S. humboldtiana, y T. repens y T. pratense, donde el color resultante es una
mezcla de distintos tipos polinicos. Los tipos polinicos hallados en este estudio son
consistentes con los tipos polinicos identificados previamente en un estudio mas amplio
realizado en el altiplano Cundiboyacense y Santander, en Colombia, cuyo objetivo fue
identificar recursos florales no maderables, y en cual se identificaron 63 tipos polinicos,
destacandose por su alta frecuencia de aparicién especies como H. radicata, Raphanus,

T. pratense y E. globulus (Chamorro Garcia, Leén Bonilla, & Nates-Parra, 2013).

Otro estudio cuyo objetivo fue determinar y comparar la composicién nutricional y fito-
guimica de polen apicola comercial producido en Colombia, Italia y Espafia, revela que el
polen colombiano en su mayoria es de origen multifloral, con Brassica napus, Taraxacum
officinale y Trifolium pratense como los principales tipos polinicos clasificados como

dominantes (Gardana et al., 2018).
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Tabla 3-1 Colores, cédigos y taxones asociados a los tamices n°12 y n°16

Cddigo Pantone® | Color aparente Tipos polinicos
i 0,
1235 Raphanus sativus (100 %)
1245 T. repens (53,67 %), S, humboldtiana (46,33 %)

0,
1255 - Eucalyptus globulus (100 %)

Monocotiledénea (100 %)

1375

1385 Salix humboldtiana (100 %)

1575 T. repens (58,47 %), T. pratense (41,53 %)
1585 Asteraceae (100 %)

137 Hypochaeris radicata (100 %)

€) Salix humboldtiana f) Monocotiledona

g)Trifolium pratense

Figura 3-1 Fotografias de los tipos polinicos encontrados en los tamices n°12 y n°16.
a) Raphanus sativus b) Trifolium repens c) Eucalyptus globulus d) Hypochaeris radicata e) Salix
humboldtiana f) Monocotiledénea g) T. pratense
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3.1.2.Contenido de carotenoides

= En polen apicola

En este estudio, el contenido de CT en muestras de polen seco evaluadas por triplicado
obtenido mediante espectrofotometria fue de 1.169,40 + 4,23 mg de [-caroteno
equivalente kg? de polen seco. Este valor es consistente con el valor reportado por la
mayoria de estudios realizados en Colombia para el altiplano cundiboyacense, que oscila
entre 170 y 2.149 mg de B-caroteno equivalente kg* de polen (base seca) (Barajas Ortiz
et al., 2009; Chavarro Pulido, 2013; Chavarro Pulido et al., 2012b; Salazar Gonzalez,
2014). Un estudio reciente cuyo objetivo principal fue determinar y comparar la
composicion nutricional y fito-quimica de polen apicola comercial producido en apiarios
de Colombia, Italia y Espafia, estima el contenido de carotenoides totales (en mg
equivalentes de zeaxantina por kg de polen), evaluado mediante espectrofotometria y
cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo (LC-DAD), en 221 + 10,6 y
207 + 9,1, respectivamente, sin encontrar diferencias entre una u otra metodologia de
analisis (Gardana et al., 2018). Si bien el contenido nutricional y bio activo del polen
apicola varia por la oferta floral y por la época del afio (Estevinho et al., 2012), el
contenido de carotenoides totales hallado en el presente estudio es 5,6 veces el valor
reportado en el estudio de Gardana y colaboradores; esto obedece a que la
cuantificacién de los carotenoides se hizo con estandares diferentes como B-caroteno y

Zeaxantina, respectivamente.

Por otra parte, el estudio de Gardana y colaboradores reporta que el polen producido en
el altiplano cundiboyacense en Colombia contiene mayor cantidad lipidos totales, y gran
cantidad de acido a-linolénico, en comparacion con polenes comerciales producidos en
ltalia y Espafia. Todas las muestras de polen colombiano tuvieron carotenoides
esterificados, siendo zeaxantina unida a dos residuos de acido laurico, y luteina, los dos
carotenoides principales del polen producido en la zona. Los carotenoides no
esterificados detectados en cantidades traza fueron luteina, zeaxantina, -caroteno y
fitoeno (Gardana et al., 2018).

» En aceite vegetal (AV) y aceite vegetal pigmentado (AVP)

El contenido de CT del aceite vegetal pigmentado utilizado en este estudio, relacion

0,25:1, en muestras evaluadas por triplicado mediante espectrofotometria fue de 278,72
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+ 7,81 mg de B-caroteno equivalente I* de aceite. La concentracién de CT del AVP
obtenido con esta relacién se tuvo en cuenta para la adicién de carotenoides por balance

de materia a las dietas experimentales.

La concentracion de CT obtenida por triplicado para diferentes relaciones de extraccion
se presentan en la Tabla 3-2. En la Figura 3-2 se presenta la imagen del AVP obtenido
de la mezcla de aceite de girasol y polen en distintas proporciones. La concentracion de
CT en el AVP mas alta se obtuvo con la relacién 1:1, 690,67 = 8,41 mg de B-caroteno

equivalente I'* de aceite.

Figura 3-2 AVP obtenido en diferentes proporciones de extraccion sélido-liquido: 0,25:1, 0,5:1, 0,75:1y 1:1
w/v, polen:aceite vegetal.

Tabla 3-2 Contenido de carotenoides del AVP extraido en distintas proporciones

Relacion Carotenoides totales (mg B caroteno I'* aceite)
Aceite de girasol 14,35 + 0,10
Extracto 1:1 690,67 £ 8,41
Extracto 0,75:1 618,89 +1,34
Extracto 0,50:1 453,99 + 12,18
Extracto 0,25:1 278,72 +7,81

Se presentan los promedios de los parametros evaluados en muestras por

triplicado * desviacién estandar.
En este estudio preliminar, los parametros de temperatura y tiempo fueron 18 + 2 °C y 24
+ 2 h. Como se aprecia en la Tabla 3-2, a medida que se aumenta la proporcién de polen
utilizada en el aceite, se incrementa el contenido de carotenoides totales. De acuerdo con
la busqueda realizada, no se hallaron reportes sobre el uso de aceites vegetales para la

extraccion de carotenoides y compuestos liposolubles de polen apicola.

En el estudio de Sachindra y Mahendrakar se evaluaron diferentes aceites vegetales
para la extraccion de carotenoides residuales de camarones. Desperdicios de camarones
recuperados en plantas de procesamiento fueron mezclados con aceite de girasol, aceite
de cacahuate, aceite de sésamo, aceite de mostaza, aceite de soya, aceite de salvado de

arroz, y aceite de coco, y puestos en extraccion sélido-liquido a una temperatura de 70
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°C durante 2 h. Se encontr6é que el mayor contenido de carotenoides totales recuperado
se obtuvo con la utilizacién de aceite vegetal, 26,3 mg kg* desperdicios de camarén) de
desecho se obtuvo por extraccién con aceite de girasol, en comparacion con los otros
aceites. De manera similar, el rendimiento de carotenoides aumenta con el aumento de la

relacién aceite: residuos (1:1) (Sachindra & Mahendrakar, 2005).

3.2. Composicion proximal de las dietas

La adicién a la DC de una emulsién de agua en aceite, para vehiculizar los carotenoides
naturales o sintéticos, aumenté su contenido de humedad y grasa, pero no sus niveles de
proteina y cenizas (p<0,05). Las dietas C-, C+, P1 y P2, no presentaron diferencias en
los niveles de humedad, proteina, grasa y cenizas (p>0,05). En la Tabla 3-3 se presenta
la composicion proximal y el contenido de carotenoides totales de las dietas DC, C-, C+,
P1, P2.

Tabla 3-3 Composicién de las dietas experimentales (base hiumeda)

Composicion proximal Humedad (%) Proteina (%) Grasa (%) Cenizas (%) caglt—e(r?;gkgjl)*
Dieta comercial (DC) 6,72° + 0,07 44,30 +0,07 10,16°+0,12 8,84+0,11 0,84 £ 0,01
Control negativo (C-) 7,292 £0,10 44,26 + 0,05 14,272+0,04 8,77 £0,05 1,42 £ 0,03
Control positivo (C+) 7,342+£0,01 44,24+0,04 14,182+0,09 8,78+0,02 50,23 £ 0,02
Polen uno (P1) 7,302 £ 0,08 44.25+0,01 14,232+0,07 8,73+0,07 24,73 £ 0,07
Polen dos (P2) 7,302+ 0,02 4428 £0,02 14,212+0,18 8,72+0,03 48,22 + 0,03

Se presentan los promedios de los pardmetros evaluados en muestras por triplicado + desviacion
estandar. Promedios en la misma columna con diferente letra son significativamente diferentes (LSD
Tests) (p<0,05). * No se le realizaron pruebas de ANAVA.

En este estudio se empled una dieta comercial sin pigmento, cuyo fabricante recomienda
utilizar durante el periodo de levante de las truchas con rango de peso entre 30y 120 g
de peso vivo, y garantiza una composicion proximal minima de proteina de 43,0 %, grasa
de 12,0 %, fibra de 4,0%, y maxima de cenizas de 12,0 % y humedad de 13,0 % ( en
base humeda) (Solla, 2005). Cuando se evalud la composicion proximal de la DC, se
encontré que la mayoria de estandares en términos de humedad, proteina y cenizas,
fueron cumplidos. No obstante, el valor de grasa hallado estuvo por debajo de dicho
estandar. Las dietas experimentales C-, C+, P1, y P2 no presentaron diferencias en su
composicion proximal (p>0,05), con excepcion del contenido de CT, el cual fue
intencionalmente agregado. La composicion de las dietas fue similar y estuvo de acuerdo

con las recomendaciones en alimentacion de truchas en fase de engorde, con rangos de
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humedad entre 7,2 y 8,3%, proteina entre 44,1y 44,3 %, lipidos entre 18,3 y 20,1%, y
cenizas entre 9,4 y 10,1% (Roncarati et al., 2011).

3.3. Parametros de desempefio e indices corporales

Los resultados encontrados para los pardmetros de GP, GL, TCE, FC, IHS y IVS se
presentan en la Tabla 3-4. Durante el experimento en la fase de cultivo no se presenté
mortalidad. No hubo diferencias significativas en parametros de desempefio como GP,

GL, TCE, y el FC; ni tampoco en indices corporales como el IHS (p>0,05).

En el presente estudio, la ganancia de peso estuvo en rangos de 86,33 y 104,71 % (3,21
y 3,81 g d!) para las truchas suplementadas con las dietas C-; 86,75y 110,37 % (3,38 y
3,92 g d?) para el grupo C+; 98,95y 101,81 % (3,71 y 3,77 g d?) para el grupo P1; y
103,08y 120,8 % (3,55 y 4,57 g d!) para el grupo P2.

La ganancia de longitud estuvo en rangos de 13y 16,04 % (0,62 y 0,76 mm d?) para las
truchas suplementadas con las dietas C-; 13,73 y 17,55 % (0,65 y 0,83 mm d?) para el
grupo C+; 14,54 y 17,04 % (0,72 y 0,78 mm d?) para el grupo P1; y 16,17 y 18,05 %
(0,72 y 0,78 mm d?) para el grupo P2.

El indice hepatosomatico estuvo en rangos de 156 y 1,7% para las truchas
suplementadas con las dietas C-; 1,46 y 1,82 % para el grupo C+; 1,54y 1,62 % para el
grupo P1;y 1,48y 1,64 % para el grupo P2.

Los resultados hallados en este estudio son consistentes con otros reportes, en los que
se ha demostrado que la suplementacién con carotenoides no tiene efectos significativos
sobre parametros de crecimiento en las truchas. Zhang y colaboradores evaluaron el uso
de astaxantina sintética procedente de distintas casas comerciales, en una concentracion
de 100 mg kg? de alimento, en truchas con peso inicial de 52,07 + 0,61 g durante un
periodo de 8 semanas. Se reporta un rango para ganancia de peso de 97,28 y 100,01 %,
y un rango para el IHS de 0,94 y 1,20 %; no se presentaron diferencias significativas en
parametros como el peso final de las truchas (Zhang et al., 2013). También, se han
evaluado fuentes naturales de carotenoides como pimenton (Capsicum annum) y flor de
caléndula (Tagetes erecta) en una concentracion de 70 mg kg* de alimento, en truchas

con peso inicial de 120,51 + 0,75 g durante un periodo de 8 semanas, obteniendo un
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rango para ganancia de peso de 93,8 y 105,1 %; no se presentaron diferencias

significativas en la GP (Yanar et al., 2007).

Tabla 3-4 Efecto de la suplementacion de trucha arco iris con extractos de carotenoides
durante 8 semanas sobre pardmetros de desempefio e indices corporales

) Tratamientos
Parametros

C- C+ (50 ppm) P1 (25 ppm) P2(50 ppm)
Peso inicial (g) 206,11+ 3,34 207,80+ 7,20 208,47 +9,92 202,86 + 4,67
Peso final (g) 402,83 + 14,60 412,08 +11,89 417,83 £ 22,78 430,21 + 27,62
GP (%) 95,52+9,19 98,56 + 11,81 100,38 £ 1,43 111,94 + 8,86
GP (g d?) 3,561+0,30 3,65+0,27 3,74+0,03 4,06 +0,51
Longitud inicial (cm) 26,43 + 0,06 26,50+ 0,01 26,47 + 0,06 26,43 +0,15
Longitud final (cm) 30,27 +0,34 30,65+0,51 30,65+ 0,40 30,96 +0,43
GL (%) 14,52 +1,52 15,64+1,91 15,79+ 1,25 17,11 +0,94
GL (mm d?) 0,69 + 0,07 0,74 0,09 0,75+ 0,03 0,75+0,03
TCE (% d?) 0,79 0,09 0,82+ 0,09 0,86 + 0,02 0,92+ 0,06
FC inicial (%) 1,12 + 0,02 1,12 £ 0,04 1,12 + 0,05 1,10+ 0,01
FC final (%) 1,45+ 0,01 1,43+ 0,05 1,45+ 0,04 1,45 £ 0,05
IHS (%) 1,63 + 0,07 1,64 £0,18 1,58 + 0,04 1,56 + 0,08
IVS (%) 9,543 + 0,74 9,692 +0,41 8,80+ 0,31 9,302 + 0,15

C-: control negativo, 1,4 mg carotenoides totales kg; C+: control positivo, 50 mg astaxantina kg; P1: Polen
1, 25 mg equivalentes de B-caroteno kg*; P2: 50 mg equivalentes de B-caroteno kg. GP: ganancia de peso;
GL: ganancia de longitud; TCE: tasa de crecimiento especifico; FC: factor de condicion; IHS: indice
hepatosomatico; IVS: indice vicerosomatico. Promedio de los tratamientos en muestras evaluadas por
triplicado + desviacion estandar (n=3 jaulas). Promedios en la misma fila con diferente letra son
significativamente diferentes (LSD Tests) (p<0,05).

El reporte de Sheikhzadeh contradice estos resultados. Se reporta que la suplementaciéon
con cultivos de hortalizas como tomate (Solanum lycopersicum) y pimentén (Capsicum
annuum), en una concentracion de 4,5 % del alimento seco de trucha arco iris, con peso
inicial de 150 + 9 g durante 8 semanas, mejora parametros de estatus sanitario, que
estan correlacionados con un aumento significativo en los pardmetros de crecimiento, en
comparacion con una dieta sin adicion de carotenoides, GP de 52,7 % en comparacion

con la tasa del grupo sin adicién de carotenoides de 30,5 % (Sheikhzadeh, 2013).

Por otra parte, en el presente estudio se encontraron diferencias significativas en el IVS
de los distintos grupos de peces (p<0,05). Los indices IHS y IVS son indicadores del
estado de condicion de los peces. Al final de las 8 semanas de suplementacion, en
ningun tratamiento se presentaron signos clinicos de enfermedad en el estado de los
organos. El indice IVS present6 diferencias significativas entre los tratamientos,

mostrando el menor indice para el grupo P1 con 8,80 %, y el més alto para el grupo C+
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con 9,7 % (p<0,05), de acuerdo con los datos resumidos en la Tabla 3-4. No obstante, no
se presentaron diferencias entre los grupos C-, P2 y P1, y tampoco entre los grupos C+,
P2yC-.

Las visceras se descartan como subproducto durante el procesamiento. Por lo tanto,
reducir la cantidad de visceras en relacién con el peso corporal total y reducir la
concentracion de lipidos de las visceras benefician tanto al productor de pescado como
al procesador (Chaiyapechara, Liu, Barro, Hard, & Dong, 2003). De acuerdo con Bugeon
y colaboradores, una mayor produccion en el filete se asocia con un mayor crecimiento
muscular y menor crecimiento de tejido adiposo visceral. En la trucha arco iris el
incremento en la produccion del filete obedece a la deposicién tanto de tejido muscular
como adiposo, a diferencia del ganado vacuno y los cerdos, en los que una gran masa de
tejido muscular implica bajo contenido de grasa muscular, y viceversa. Mayores
porcentajes de grasa y tejido adiposo visceral en las truchas, contribuyen con menor

rendimiento del filete, y viceversa (Bugeon et al., 2010).

En el presente estudio no observamos un patrén en el comportamiento de los datos para
el indice IVS, que indique cémo los tratamientos evaluados afectan este pardmetro en la
poblacion de truchas. Es posible que la suplementacion con extractos carotenoides
procedentes del polen contribuyan con un mejor desempefio del sistema digestivo de las
truchas, que se ve reflejado en mayores tasas de crecimiento y menor contenido de

grasa viceral.

Los carbohidratos, presentes en harinas y trigos, y lipidos, presentes en aceite de
pescado o vegetal, de la dieta son la principal fuente de energia en la mayoria de las
dietas para animales domésticos. La capacidad de los peces para utilizar carbohidratos
varia: los peces herbivoros u omnivoros de aguas templadas utilizan niveles mas altos de
carbohidratos que los peces carnivoros de agua fria y los peces marinos (Ighwela,
Ahmad, & Abol-Munafi, 2014). La suplementacion de tilapia nilética (Oreochromis
niloticus), con peso inicial de 2,1 + 0,2 g, con maltosa en proporciones de 0, 20, 25, 30y
35 %, durante 12 semanas, no tiene efecto sobre el IVS de la poblacion evaluada
(Ighwela et al., 2014). En el caso de la trucha arco iris, se ha evaluado el uso de dos
dietas con niveles diferenciados de lipidos totales, 27,5 y 12,6 %, respectivamente, en

alimentacion de alevinos durante un periodo de 24 meses. Se ha demostrado que una
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alta ingesta de lipidos en la dieta de los peces se asocia con un alto indice IVS durante
los primeros 12 meses de crecimiento. No obstante, al final de 24 meses, los distintos
grupos de peces no presentan diferencias en este pardmetro (Jobling, Koskela, &
Savolainen, 1998).

3.3.1.Andlisis global de los datos durante el periodo de cultivo

Se aplicé un analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) para
verificar la similitud entre tratamientos segun parametros de desempefio (GP, GL, TCE y
FC) durante el tiempo (56 dias). El resultado del PCA muestra que los dos primeros
componentes principales explican el 95,47 % de la varianza total de los datos, como se
muestra en la Figura 3-3. El valor propio y la varianza del componente '1' fueron 2,82 y
70,69 %, respectivamente. El valor propio y la varianza del componente '2' fueron 0,99 y
24,78 %, respectivamente. Las imagenes del score plot y loading plot permiten agrupar
los tratamientos y mostrar su diferenciacion debido a la adicion de extractos carotenoides
en la dieta en los dias 14, 28, 42, y 56, en el primer componente principal (70,69 %), que
tiene el mayor poder de descripcion de las muestras, en parametros como la GP, GL,
TCE y FC. En el dia 14, pardmetros como GP, GL, TCE y FC, evaluados en los distintos
grupos fue similar. En el dia 28, los grupos se diferenciaron en la GP, TCE y GL,
obteniendo promedios descendentes para los grupos P2>P1>C->C+. Durante el dia 42,
los grupos P1 y P2 se comportaron de forma similar, alcanzando un mayor valor en el
FC, y por ende en la GP y GL, en comparacién con los grupos C- y C+. Al final del dia
56, los grupos P2 y P1 exhibieron los valores mas altos en la GL y el FC,

respectivamente. A su vez, el FC del grupo C+ fue mayor que el del grupo C-.

Aunque no se presentaron diferencias significativas en el analisis realizado mediante
pruebas ANAVA, el PCA permite evidenciar un crecimiento diferenciado en los distintos

grupos de truchas, debido a la adicion de extractos carotenoides a la dieta.

El sistema endd6geno antioxidante de los peces incluye enzimas, y antioxidantes
exdgenos como vitamina E, vitamina C y carotenoides, que eliminan los radicales libres
de oxigeno en el cuerpo, protegiendo las células del dafio oxidativo (Zhang et al., 2013).
El extracto obtenido o AVP se caracteriz6 mediante su contenido de CT expresados
como miligramos equivalentes de B-caroteno por litro de aceite. No obstante, el polen

contiene otros compuestos diferentes a carotenoides, que no fueron evaluados, como
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acidos grasos insaturados, fosfolipidos, y fito esteroles, hormonas, y vitaminas
liposolubles, que tienen efectos biolégicos benéficos en el sistema inmune en los
animales, y son responsables de mayores tasas de crecimiento y desempefio productivo
(Yeganeh et al., 2015).
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Figura 3-3 Score y Loading plot obtenidos mediante PCA de la suplementacion de trucha
arco iris con extractos de carotenoides durante 8 semanas.

C-: control negativo (verde), 1.4 mg carotenoides totales kg; C+: control positivo (azul obscuro) 50 mg
astaxantina kg*; P1: Polen 1 (amarillo), 25 mg equivalentes de B-caroteno kg; P2: polen 2 (azul claro), 50
mg equivalentes de B-caroteno kg?!. GP: ganancia de peso; GL: ganancia de longitud; TCE: tasa de
crecimiento especifico; FC: factor de condicion.
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3.4. Evaluacion del filete en refrigeracion

3.4.1.Calidad del filete

Los parametros de calidad evaluados fueron el analisis microbioldgico, la composicion, el
color y el analisis sensorial de los filetes.

= Composicion proximal

La composicion proximal de los filetes se presenta en la Tabla 3-5. Existen diferencias
significativas en la composicién del filete de los diferentes grupos. En promedio, el mayor
contenido de humedad se presentd en los filetes de trucha del grupo C+ (p<0,05). Entre
los grupos C- y P1 no presentaron diferencias en el contenido de humedad, asi como
tampoco se encontrd diferencia en este pardmetro entre los grupos P1y P2 (p>0,05). De
igual forma, el mayor contenido de proteina y cenizas se presenté en los filetes de trucha
del grupo P2 (p<0,05). Entre los grupos C-y P1, tampoco se presentaron diferencias en
el contenido de proteina y cenizas (p>0,05). En promedio, el menor contenido de
proteina y cenizas se presentd en los filetes de trucha del grupo C+ (p<0,05). EI mayor
contenido de lipidos totales se present6 en los filetes de trucha del grupo P2, seguido del
grupo P1 (p<0,05). Entre los grupos C- y P1 no presentaron diferencias en el contenido
de lipidos (p>0,05).

De acuerdo con el PCA realizado durante la fase de cultivo, ver pagina 59, pese a no
encontrarse diferencias significativas en los parametros de desempenio al final del dia 56,
hubo un crecimiento diferenciado, que posiblemente pudo tener efecto sobre la

composicion del filete, como se ve reflejado en los datos resumidos en la Tabla 3-5.

En este sentido, investigadores evaluaron la composicion proximal de una poblaciéon de
84 truchas arco iris (Oncorhynchus mykiss) en distintos tamarios (desde 4,8 hasta 38,5
cm) y pesos (desde 1,11 hasta 725 g), con el fin de determinar la correlacion de las
variables como GP, GL y FC, con la composicién proximal de los filetes. Se encontr6 que
las macronutrientes que constituyen el cuerpo de los peces se correlacionan con su
tamafio y peso (p<0,05). En la medida en que aumentan la longitud y el peso de los
peces, se incrementan las cantidades en porcentaje de proteina y grasa en el filete,

mientras que el contenido en porcentaje de agua y cenizas disminuyen (Naeem, Salam,
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& Zuberi, 2016). De acuerdo con Naeem Yy colaboradores, los cambios ocurridos en la
composicion proximal del pescado entero, o en los filetes de pescado, obedecen a
factores como el tamafio de los peces, el FC, la altura del estanque, la temperatura del
agua, o el sexo, entre otros. El FC se utiliza como indice de crecimiento. Un cambio de
peso en una longitud particular, o un cambio de longitud sin el cambio correspondiente en

el peso, conduce a la alteracion del FC.

Este hallazgo podria explicar en el presente estudio, la relacion que existe entre el nivel
de proteina y grasa de los distintos tratamientos y su GP durante el periodo de cultivo. Al
final del periodo de cultivo, de acuerdo con los resultados obtenidos, los peces con mayor
promedio de peso fueron en su orden P2>P1>C+>C-. Durante el primer dia del periodo
de refrigeracion, los filetes de los grupos con mayor promedio de grasa como porcentaje
del peso fresco fueron en su orden P2>P1>C+>C-. Similarmente, los filetes de los grupos
con mayor promedio de proteina como porcentaje del peso fresco fueron en su orden
P2>P1>C->C+.

El valor nutricional del grupo de filetes de trucha tratados con la dieta C+ reportados en
este estudio, es consistente con otros reportes hechos en truchas suplementadas con
astaxantina sintética. Cuando se incluye astaxantina sintética de distintas casas
comerciales en una concentracién de 100 mg kg durante un periodo de 8 semanas, los
filetes de trucha no presentan diferencias en su composicién proximal, obteniendo
rangos de 76,1-76,6 % de humedad, 19,4-20,4 % de proteina, 1,3-1.4 % de cenizas y
2,0-3,3 % de lipidos (Zhang et al., 2013). Contrariamente, se ha investigado el efecto de
niveles crecientes de astaxantina sintética, en una concentracién entre 0 y 100 mg kg*
de alimento, sobre la composicién proximal del filete de alevinos de trucha. Se ha
encontrado que a mayor concentracion de astaxantina en la dieta, disminuye el nivel de
proteina en el filete (Rahman, Khosravi, Chang, & Lee, 2016). Este ultimo hallazgo podria
explicar el comportamiento en los contenidos decrecientes de proteina descritos
previamente: P2>P1>C->C+, y la razon por la cual, pese a que el grupo C+ tiene mayor
GP que el grupo C-, el uso de astaxantina sintética en el grupo C+ pudo afectar

negativamente el nivel de proteina en el filete.
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Tabla 3-5 Efecto de la suplementacion de trucha arco iris con extractos de carotenoides
sobre la composicion de los filetes en el dia 1 de refrigeracion (base humeda)

Tratamientos

Parametros C- C+ (50 ppm) P1 (25 ppm) P2(50 ppm)
Humedad (%) 74,86 + 0,67 76,722+ 0,25 74,45 + 0,45 73,69¢+ 0,50
Proteina (%) 22,27°+ 0,05 20,11¢+ 0,14 22,45+ 0,03 23,162+ 0,06
Grasa (%) 5,45°¢ + 0,07 5,53¢+ 0,03 5,99 + 0,10 6,472+ 0,07
Cenizas (%) 1,56° + 0,03 1,40°+ 0,01 1,53 + 0,01 1,632+ 0,01

C-: control negativo, 1.4 mg carotenoides totales kg; C+: control positivo, 50 mg astaxantina kg; P1: Polen
1, 25 mg equivalentes de B-caroteno kg?; P2: 50 mg equivalentes de B-caroteno kg*. Promedio de los
tratamientos en muestras evaluadas por triplicado * desviacion estandar (n=3 filetes). Promedios en la
misma fila con diferente letra son significativamente diferentes (LSD Tests) (p<0,05).

= Perfil lipidico

Se hizo una cuantificacién de acidos grasos mediante la integracion de las curvas de
cromatogramas obtenidos para cada grupo de filetes en el dia 1 del periodo de
refrigeracion. La composicién porcentual de &cidos grasos de los grupos de filetes

suplementados con las dietas C-, C+, P1y P2 se presenta en la Tabla 3-6.

La inclusién de extractos de carotenoides en la dieta de las truchas afect6 algunos acidos
grasos del perfil lipidico de los filetes. Se presentaron diferencias significativas en el filete
de los distintos grupos, en el contenido de algunos acidos grasos como C14:0, C17:0,
C24:1, C18:3 n-3 (p<0,05). No obstante, no se presentaron diferencias en el contenido
total de acidos grasos saturados, &cidos grasos mono insaturados y &cidos grasos
polienoicos n-3, incluyendo los &cidos grasos esenciales EPA y DHA, acidos grasos
insaturados, acidos grasos poliinsaturados, ni tampoco en la relacion de &cidos

saturados: insaturados, ni la relaciéon de acidos grasos n-3:n-6 (p>0,05).

Los principales acidos grasos presentes en los filetes fueron C16:0, C18:1 y C18:2 n-6.
De acuerdo con otros reportes, los niveles de C20:5 n-3 (EPA), y C22:6 n-3 (DHA)
obtenidos en este estudio fueron bajos, en comparacion con el uso de otras fuentes de
carotenoides. Yanar y colaboradores alimentaron truchas durante un periodo de 8
semanas con flor de caléndula, pimentén, y astaxantina sintética en concentraciones de
1,8%, 5% y 70 mg kg* de dieta, respectivamente, encontrando niveles de C16:0 entre
16,3 y 18,7%; niveles de C18:1 entre 17,9 y 20,9 %; y niveles de C18:2 n-6 entre 5,15y
5,71 %. El contenido de EPA oscil6 entre 5,73 % para pimentdn y flor de caléndula, y
5,95 % para astaxantina sintética. Los niveles promedio de DHA fueron 14,6% para

astaxantina sintética, y 14,4% para para pimentén y flor de caléndula (Yanar et al., 2007).
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Igualmente, el estudio llevado a cabo por Roncarati y colaboradores con harina de krill en
concentracion de 90 mg kg en truchas durante 8 semanas reporta un contenido de EPA
de 4,8 % para astaxantina y 8,9 % para harina de krill, y DHA de 13,5 % para

astaxantina y 16,4 % para harina de krill, en el filete (Roncarati et al., 2011).

En este estudio, se empled aceite de girasol para vehiculizar la astaxantina sintética y los
carotenoides extraidos del polen apicola. El aceite de girasol se compone principalmente
de acidos grasos monoinsaturados (64,3 %) y acidos grasos poliinsaturados (28,6 %),
gue presentan cantidades pequefias (0,1 %) de acidos polienoicos n-3 y gran cantidad de
acido linoleico (C18:2n-6, 58-67 %). No se reportan grandes cantidades de EPA, DHA o
DPA en el aceite de girasol. Los &cidos grasos polienoicos n-3 son comunes en
pescados, y en algunos aceites vegetales como soya y canola (USDA, 2018).

Un estudio evalu6 el valor nutricional del filete de truchas suplementadas durante 18
semanas con dietas en las cuales se adicionaron diferentes fuentes de lipidos: una dieta
con inclusion de aceite de pescado con cantidades abundantes de C20:5 n-3 (EPA) y
22:6 n-3 (DHA); aceite de linaza con cantidades abundantes C18:3 n-3; y aceite de
girasol con cantidades abundantes de C18:2 n-6. Se encontré6 que la reduccion del
contenido de aceite de pescado en el alimento para peces cultivados da como resultado
una dilucién del contenido de acidos polienoicos n-3, especialmente EPA y DHA. No
obstante, el tipo de aceite vegetal alternativo utilizado desempefia un papel notable en la
calidad nutricional final del filete. El aceite de linaza proporcioné un buen contenido final
de acidos polienoicos n-3, mientras que el aceite de girasol tuvo un efecto negativo, no
solo en el contenido total de acidos n-3, sino también en la relacién de acidos n-3:n-6.
(Turchini, Hermon, & Francis, 2018). Sin embargo, la implementacion de aceites
vegetales como el aceite de linaza reduce la concentracion de micronutrientes como

mercurio en el filete de las truchas (Turchini et al., 2018).

Se ha evaluado la sustitucién total y parcial de aceite de pescado (OF) con aceites
vegetales como aceite de semilla de algodén (CSO), aceite de canola (CO), mézclas
(50% OF, 25% CSO y 25% CO) y (50% CSO y 50% CO), en la dieta de truchas durante
12 semanas y su efecto en el perfil lipidico del filete. Se encontr6 que es posible
reemplazar totalmente el aceite de pescado con aceites vegetales en las dietas de las
truchas sin afectar negativamente parametros de crecimiento o la utilizaciéon del alimento.

Ademas, los perfiles de acidos grasos de las dietas con aceite vegetal se reflejan en los
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perfiles de acidos grasos de los filetes de los peces, caracterizados por alto contenido de
acidos linoléico y oleico, y bajo contenido de acidos polienoicos n-3. Como estrategia en
fase de finalizacion, es posible con re-suplementacion de OF en la dieta de las truchas
durante los ultimos 84 dias previos al sacrificio, restaurar la composicién de &cidos
grasos enoicos n-3 en alevinos de trucha suplementados total o parcialmente con aceites

vetetales y sus mezclas (Yildiz, Eroldogan, Ofori-Mensah, Engin, & Baltaci, 2018).

Tabla 3-6 Efecto de la suplementacion de trucha arco iris con extractos de carotenoides
sobre el perfil lipidico de los filetes en el dia 1 de refrigeracion (porcentaje de la fraccion
lipidica)

Perfil de &cidos grasos (AG), % Tratamientos

del total de AG C- C+ (50 ppm) P1 (25 ppm) P2(50 ppm)
Saturado (S)
C14.0 1,242+ 0,08 1,07°+0,01 1,16 +0,05 1,118 +0,07
C16:0 15,15+1,22 14,49+052 14,92+0,48 14,47 £ 0,50
C17:0 0,20° + 0,02 0,16° + 0,01 0,292 + 0,05 0,15° + 0,01
C18:0 4,44 +0,11 4,65+ 0,38 4,69 + 0,06 5,41+ 0,80
C20:0 1,30+ 0,51 1,33+0,33 1,60 £ 0,08 1,06 £ 0,38
C22:0 0,20 + 0,02 0,28 + 0,07 0,23+ 0,00 0,24 + 0,06
Total AGS 2254+090 21,98+0,64 22,89+0,46 22,43 +1,65
Mono insaturado (MI)
Ci6:1 3,61+0,15 2,39+ 0,15 3,06 £ 0,73 3,00 £ 0,62
Ci7:1 0,27 £ 0,02 0,24 £ 0,08 0,22 + 0,001 0,25+0,01
Cci18:1 3551+1,19 33,65+1,73 3517 +1,37 35,72+ 3,11
C20:1 0,51+ 0,01 0,39+0,11 0,24 £ 0,32 0,52+0,16
C24:1 0,26 +0,00 0,302+0,06 0,262 + 0,02 0,19° + 0,03
Total AGMI 40,15+1,02 36,96+1,48 38,95+1,76 39,68 + 3,87
Polienoico (n-3)
C18:3 n-3 1,512+0,18 1,03*+0,07 1,232 +0,06 1,492 +0,24
C20:5 n-3, EPA 1,50+0,13 1,49 +0,17 1,58 + 0,27 1,05+0,19
C22:5n-3, DPA 0,32 £ 0,07 0,28 £ 0,12 0,26 + 0,03 0,23+0,01
C22:6 n-3, DHA 3,53+0,61 513+1,5 4,28 + 0,67 3,82+2,24
Total AG n-3 6,86 + 0,37 7,93+1,85 7,36 £ 1,036 6,59 + 2,18
Polienoico (n-6)
C18:2 n-6 2525+0,11 27,09+1,83 2534+1,35 26,04 +0,78
C18:3 n-6 1,69 + 0,25 1,86 + 0,09 1,69 +0,11 1,57 + 0,05
C20:2 n-6 0,19+0,14 0,12 £ 0,08 0,09 + 0,02 0,17 £ 0,08
C20:3 n-6 1,25+ 0,47 1,47 +0,16 1,58 +0,17 1,15+0,14
C20:4 n-6 1,42 +0,15 1,82+0,71 1,45+0,18 1,78 £0,70
C22:2 n-6 0,67 £ 0,10 0,76+ 0,09 0,67 £ 0,10 0,57 +£0,12
Total AG n-6 30,45°+0,25 33,132+1,00 30,81°+0,06 31,30% +0,04
Total AG insaturado (AGI) 77,46 £090 78,02+0,64 77,115+0,46 77,57 +1,65
Total AG poliinsaturado (AGPI) 37,31+ 0,12 41,06+0,84 38,17 +2,22 37,89+ 2,22
Total AGS: Total AGI 0,29 £ 0,02 0,28 +0,01 0,30+ 0,01 0,29 £ 0,03
AG n-3:AG n-6 0,23+0,14 0,24 + 0,06 0,24 £ 0,02 0,21 + 0,07

C-: control negativo, 1.4 mg carotenoides totales kg-1; C+: control positivo, 50 mg astaxantina kg-1;
P1: Polen 1, 25 mg equivalentes de B-caroteno kg-1; P2: 50 mg equivalentes de B-caroteno kg-1.
Promedio de los tratamientos en muestras evaluadas por triplicado + desviacion estandar (n=3
filetes). Promedios en la misma fila con diferente letra son significativamente diferentes (LSD Tests)
(p<0,05).
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3.4.2.Analisis microbiolégico

Los resultados del andlisis microbiol6gico evaluados durante el dia 1 del periodo de
refrigeracion se muestran en la Tabla 3-7. No hubo recuentos de microorganismos
indicadores que superaran los limites de calidad establecidos por la NTC 1443
(ICONTEC, 2009), y tampoco se detectd la presencia de microorganismos patégenos
gue pudieran afectar la salud humana. De acuerdo con los resultados de este andlisis, se
procedio de forma segura a realizar las pruebas sensoriales con ayuda de consumidores

no entrenados.

Tabla 3-7 Calidad microbiol6gica de los grupos de filetes de trucha almacenados en el
dia 1 de refrigeracion

Tratamientos

Parametros C. C+ (50 ppm) P1 (25 ppm) P2(50 ppm) NTC 1443
Coliformes totales (ufc g1) <10 <10 <10 <10 Max 400
E. coli (ufc g <10 <10 <10 <10 Max 400
Staphylococcus coagulasa (+)(ufc g') <100 <100 <100 <100 Max 1000
Salmonella sp (ufc g?) Negativo  Negativo Negativo Negativo Ausente
Vibrio cholerae (ufc g1) Negativo  Negativo Negativo Negativo Ausente

C-: control negativo, 1.4 mg carotenoides totales kg*; C+: control positivo, 50 mg astaxantina kg;
P1: Polen 1, 25 mg equivalentes de B-caroteno kg?; P2: 50 mg equivalentes de B-caroteno kg

3.4.3.Analisis sensorial

El panel de consumidores encuestados en este estudio fueron 60 personas con edades
entre los 18 y 60 afos de edad, de las cuales 35 fueron mujeres y 25 hombres. En la
Tabla 3-8 se presenta la variacion en atributos sensoriales de filetes cocidos y frescos de

los distintos tratamientos evaluados en una escala hedoénica de cinco puntos.

No se presentaron diferencias significativas entre los diferentes grupos de filetes cocidos
en parametros como olor, sabor, textura, y aceptacién en general (p>0,05). De acuerdo
con la busqueda realizada, no se hallaron reportes sobre el uso de polen apicola en
alimentacion de peces y su evaluacion en parametros sensoriales como el color, aroma,

sabor, o textura.

No obstante, un estudio evalué el uso de polen apicola seco, en concentraciones de
1.000, 1.500, 2.500, 3.500, y 4.500 mg kg™ de alimento, en la suplementaciéon de pollos
de engorde y su efecto en atributos sensoriales como el aroma, sabor, y jugosidad de la
carne. El polen apicola tiene un efecto positivo sobre el sabor, aroma, y la jugosidad, en
porciones como la pechuga y el pernil, en comparacion con el tratamiento control

(p<0,05). La terneza de la carne no se ve afectada por la adicién de polen a la dieta de
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los pollos, y durante la coccion, no se ven afectados parametros como la capacidad de
retencién de agua, (Hascik, Garlik, Bobko, & Krocko, 2013).

También, se han estudiado el aroma, sabor y la aceptabilidad del color de filetes de
truchas alimentadas con flor de caléndula (Tagetes erecta), pimenton (Capsicum annum)
y astaxantina sintética, en una concentracion de 70 mg kg™ de alimento, en comparacion
con una dieta sin adicion de carotenoides, en truchas con peso inicial de 120,51 + 0,75 g
durante 8 semanas. Los filetes frescos de truchas suplementadas con astaxantina
sintética tuvieron (p<0,05) puntuaciones de aceptabilidad del color mayores que los otros
tres grupos. La inclusion de carotenoides tuvo efecto significativo en el aroma y el sabor
de los filetes cocidos de trucha arco iris. Los menores puntajes para estos parametros lo
obtuvieron los filetes del grupo de truchas suplementadas con la dieta sin adicion de
carotenoides (p<0,05). Las puntuaciones de los otros tres grupos fueron similares
(p>0,05) (Yanar et al., 2007).

Por otra parte, en el presente estudio los tratamientos exhibieron diferencias significativas
en los puntajes de aceptabilidad del color de los filetes frescos. Como se aprecia en la
Tabla 3-8, los filetes frescos del grupo C+ obtuvieron puntuaciones de color

significativamente mayores en comparacion con los otros tres grupos (p<0,05).

En el estudio llevado a cabo por Yanar y colaboradores, los consumidores prefirieron el
filete fresco de trucha de color rojo obtenido a partir de truchas suplementadas con
astaxantina sintética, en comparacion con un filete sin pigmentacién obtenido a partir de
truchas sin suplemento de carotenoides, y un filete con tonalidades amarillas
ocasionadas por la inclusién de flor de caléndula en la dieta de las truchas (Yanar et al.,
2007).

Uno de los motivos por los cuales los filetes del grupo de truchas suplementadas con las
dietas C-, P1 y P2, obtuvieron una mediana de ‘3’ (‘Ni me gusta ni me disgusta’) entre los
consumidores, en comparacion con los filetes del grupo de truchas suplementadas con la
dieta C+ ‘5’ (‘Me gusta mucho’), es debido a que el color del filete fresco fue palido, ver
Figura 5-1, lo cual es contrario con la preferencia y aceptacion general de los
consumidores, para este tipo de especies. La inclusion de carotenoides tuvo efecto

significativo en las puntuaciones de aceptabilidad del color, lo que sugiere que los
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consumidores no entrenados percibieron claramente las diferencias aparentes de color
gue motivaron su valoracién (Yanar et al., 2007). De acuerdo con el andlisis post hoc, los
consumidores no percibieron diferencias en el color de los filetes frescos de los grupos C,
P1y P2 (p>0.05).

Tabla 3-8 Efecto de la suplementacion de trucha arco iris con extractos de carotenoides
sobre atributos sensoriales del filete en el dia 7 de refrigeracion

Tratamientos

5 -val
Parametro C- C+ (50 ppm) P1 (25 ppm) P2(50 ppm) (p-value)
Aroma 3 4 3 4 0,3107
Sabor 4 4 3 3 0,2841
Textura 4 4 4 4 0,1523
Color 3b 52 3b 3b <0,01*

C-: control negativo, 1,4 mg carotenoides totales kg*; C+: control positivo, 50 mg astaxantina kg*; P1: Polen
1, 25 mg equivalentes de B-caroteno kg?; P2: 50 mg equivalentes de B-caroteno kg?'. Dentro de cada
parametro se presenta la mediana. *Mediana en la misma fila con diferente letra es significativamente
diferente (prueba post hoc), p<0,05 es significativamente diferente (Kruskal Wallis Tests).

= Color y contenido de carotenoides totales (CT)

En la Tabla 3-9 se presenta la variacion en los parametros de color y la concentracion de

CT en los filetes de los distintos grupos.

El valor L* del grupo C- fue significativamente mayor que el de los grupos C+, P1y P2
(p<0,05); los grupos P1y P2 no presentaron diferencias en este parametro (p>0,05). A su
vez, los grupos P1y P2 obtuvieron valores de L* significativamente mayores que el grupo
C+ (p<0,05). El valor de escala rojo/verde superficial a* de los filetes del grupo C+, fue
significativamente mayor que los otros grupos (p<0,05); el valor a* de los grupos P1ly P2
fue significativamente mayor que el valor del grupo C- (p<0,05). Los grupos P1y P2 no
presentaron diferencias en este parametro (p>0,05). El valor de escala amarillo/azul
superficial b* de los filetes del grupo C+, fue significativamente mayor que los valores de
los grupos C-, P1y P2 (p<0,05). El valor b* del grupo P2 fue superior al valor b* de los
grupos C- y P1 (p<0,05). Los grupos C- y P1 no presentaron diferencias en este
parametro (p>0,05).

Como se aprecia en la Figura 5-1 y como se muestra en la Tabla 3-9, los filetes del
grupo C- no alcanzaron el puntaje minimo de la escala colorimétrica de 20 puntos de la
escala SalmoFan™. El puntaje de los filetes del grupo C+ fue significativamente mayor

gue el valor de los grupos Pl y P2 (p<0,05). El puntaje obtenido en los filetes de los
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grupos P1 y P2 fue similar (p<0,05). Los resultados hallados en este estudio para el
grupo C+, consistente con el valor en la escala SalmoFan™ reportado por Zhang y
colaboradores, quienes hicieron una inclusién de 100 mg kg de astaxantina sintética en
la dieta de truchas con peso inicial de 52,07 g durante 10 semanas (Zhang et al., 2013).
Al evaluar una concentraciéon de 90 mg kg* de carotenoides a partir de harina de krill
(Euphasia superba) o astaxantina sintética en alimentacion de truchas durante 8
semanas, Roncarati y colaboradores reportan para el filete obtenido de los peces
suplementados con harina de krill un valor de 27,7 puntos y para astaxantina de 30,8

puntos en la escala en la escala SalmoFan™ (Roncarati et al., 2011).

Tabla 3-9 Efecto de la suplementacién de trucha arco iris con extractos de carotenoides
sobre el color y contenido de carotenoides de los filetes en el dia 1 de refrigeracion
Tratamientos

Parametro

C- C+ (50 ppm) P1 (25 ppm) P2(50 ppm)
L* 58,332 £ 3,22 46,29°+ 0,84 51,67° + 3,28 51,58 + 1,86
ax -0,87¢+ 0,53 4,812+ 1,00 0,57°+ 0,39 1,10° + 0,56
b* 6,41°¢ + 1,35 9,582+ 0,78 5,00°¢ + 0,93 7,37°+1,18
SalmoFan™ n.d 25,702 £ 0,60 20,33+ 0,60 21,00° + 0,01
CT (mg kg™ filete fresco) 0,319+ 0,01 1,622+ 0,03 0,50¢ + 0,02 0,60° + 0,02

C-: control negativo, 1,4 mg carotenoides totales kg*; C+: control positivo, 50 mg astaxantina kg*; P1:
Polen 1, 25 mg equivalentes de B-caroteno kg; P2: 50 mg equivalentes de B-caroteno kg!. Dentro de
cada parametro y dia de almacenamiento, promedio de los tratamientos en muestras evaluadas por
triplicado * desviacién estandar. Promedios en la misma fila con diferente letra son significativamente
diferentes (LSD Tests) (p<0,05). n.d. no detectado.

El valor de CT de los filetes del grupo C-, fue significativamente menor que los otros
grupos (p<0,05). El valor CT de los filetes de trucha del grupo C+ fue significativamente
mayor que el de los otros grupos, seguido por el grupo P2 y el grupo P1, respectivamente
(p<0,05). El valor de CT de los filetes de trucha del grupo P2 fue significativamente

mayor que el del grupo P1 (p<0,05).

Los valores bajos de L* en los filetes se deben al aumento en la concentracién de
pigmento de la carne proporcionada por la deposicién de carotenoides en el masculo del
pez (Safari et al., 2015). El aumento en los valores de a* y b* estan directamente
relacionados con la concentracion de carotenoides en el filete, especialmente xantofilas
como astaxantina y cantaxantina, ligadas de forma libre en enlaces hidrofilicos en la

actomiosina del musculo blanco (Storebakken & No, 1992; Teimouri et al., 2013b).
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Los resultados hallados en este estudio son consistentes con otros reportes, en los que
se han evaluado fuentes naturales y sintéticas de carotenoides sobre la pigmentacion del
filete de trucha. Un estudio evalu6 el efecto de dos tipos de aceite, aceite de pescado y
aceite de oliva, para vehiculizar carotenoides a partir del alga verde Haematococcus
pluvialis, y/o astaxantina sintética, en una concentracion de CT de 80 mg kg?! de
alimento, sobre el color y la concentracion de carotenoides totales en el filete, en truchas
con peso inicial de 150 g, suplementadas durante 6 semanas. Se encontré que se
obtienen diferencias significativas en parametros de color como L*, a*, b*, H*, y C*, y en
el contenido de CT. El grupo de truchas suplementadas con astaxantina sintética obtuvo
rangos para L* entre 37,98 y 38,50; a* entre 6,67 y 7,21; b* entre 10,89 y 10,99; H* entre
56,54 y 58,63; C* entre 12,79y 13,17, y una concentracion de CT en el filete fresco de 20
mg kg?! de carne; mientras que el uso de una fuente natural como Haematococcus
pluvialis obtuvo rangos para L* entre 40,16 y 41,33; a* entre 3,95 y 4,65; b* entre 5,88 y
7,25; H* entre 55,77 y 57,55; C* entre 7,13 y 8,63, y una concentracion de CT en el filete
fresco de 12 mg kg de carne. El uso del alga verde presenta resultados aceptables en la
pigmentacion del filete, pero su poder colorante es inferior en comparacién con el uso de
astaxantina sintética en el mismo nivel de inclusion en la dieta de los peces (Choubert et
al., 2006).

Contrariamente, el uso de astaxantina sintética y/u oleorresina de pimentén (Capsicum
annuum) han sido evaluados en una concentracién de 80 y 120 mg de CT kg* de
alimento, en truchas con peso inicial de 150 + 14 g durante un periodo de 6 semanas,
encontrando diferencias significativas en el color y contenido de CT. El grupo de truchas
suplementadas con astaxantina sintética obtuvieron promedios para L* de 51,6; a* de
9,1; b* 17,7; H* de 62,6; C* de 19,9, y una concentracion en promedio de CT en el filete
fresco de 7,1 mg kg* de carne; mientras que el uso de una fuente natural como de
pimentén (Capsicum annuum) obtuvo rangos para L* entre 46,8 y 54,7; a* entre 4,6 y 6,4,
b* entre 11,0 y 18,6; H* entre 67,6 y 72,5; C* entre 12,0 y 19,7, y una concentracion de
CT en el filete fresco entre 5,6 y 6,3 mg kg?! de filete. La inclusiéon del pimentén
(Capsicum annuum) en forma de oleorresina en la dieta de la trucha, permite obtener
resultados similares del color del filete en comparacion con el uso de astaxantina

sintética (Ingle de la Mora et al., 2006).
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En este estudio preliminar se alimentaron truchas por un periodo de 8 semanas y se hizo
una inclusiéon de 25 mg kg? en la dieta P1 y 50 mg kg? en la dieta P2. A partir de la
evaluacién del color y el contenido de CT, se encuentra que las truchas suplementadas
con extractos carotenoides presentes en las dietas P1 y P2 mostraron un color rosado
palido, ver pagina 86, detectable a nivel instrumental pero imperceptible para el ojo

humano.

3.4.4 Estabilidad del filete

Los parametros que se evaluaron en funcién del tiempo de refrigeracion fueron pH, N-
BVT, VP, y SR-TBA.

» Nivel de pH

Como se muestra en la Tabla 3-10, los grupos obtuvieron valores de pH inicial y final de
6,41y 6,69 para C-, 6,38 y 6,67 para C+, 6,36 y 6,62 para P1, y 6,41 y 6,64 para P2,
respectivamente. Como puede verse en esta tabla, en el dia 1 los valores de pH de los
grupos C+ y P1 fueron significativamente mas bajos que los grupos C- y P2 (p<0,05).
Entre los grupos C+ y P1 no presentaron diferencias en este paradmetro, ni tampoco entre
los grupos C-y P2 (p<0,05). Durante los dias 7, 14 y 21, los valores de pH del grupo P2
fue significativamente menores que el de los otros grupos (p<0.05). Al final de 21 dias, el
valor de pH del grupo C- fue significativamente mayor que el de los otros grupos
(p<0.05). Durante los primeros 14 dias, el pH de los grupos C-, P1, y P2 se mantuvo
relativamente estable, en comparacion con el comportamiento de los valores de pH del

grupo C+.

Una vez el animal es sacrificado, se produce un descenso rapido e inesperado de
oxigeno y nutrientes en todas las células del organismo, lo que lleva a que el musculo
comience a procesar las reservas de glucégeno para sintetizar energia, trifosfato de
adenosina (ATP, por sus siglas en inglés), produciéndose un cambio del metabolismo
aerébico por metabolismo anaerdbico. A medida que se agotan las reservas para la
produccion de ATP, se genera fosfato inorganico, lo que estimula en las células hipéxicas
la degradacién de glucosa a piruvato. Esta reaccion conlleva a la formacion y
acumulacion de &cido lactico, que es el principal responsable de la caida del pH celular
(Quali, 1992).



3. Resultados y discusion 71

En el presente estudio, no se tiene claro el motivo por el cual se encontraron diferencias
de pH en los filetes de los distintos grupos de truchas durante el dia 1 de refrigeracion.
Posiblemente, pudo deberse al manejo que tuvieron los peces en finca. Durante el
desarrollo de este proyecto, los peces fueron sacrificados durante la mafiana del 4 de
febrero de 2018, de las cuales se requirieron aproximadamente 5 horas para terminar el
proceso. Los peces fueron sacados de sus jaulas y puestos en un balde con agua vy hielo,
en confinamiento durante un periodo de 15 minutos aproximadamente. Una vez se
evidencio nado lateral, se procedi6 al sacrificio. Se tuvo en cuenta el siguiente criterio:
sacrificar los animales de las jaulas de un mismo tratamiento, empezando en orden C-,
C+, P1 y P2, por lo cual, momentos de espera en los eslabones del sacrificio pudieron
afectar el comportamiento de pH.

Se han estudiado distintos métodos y momentos del sacrificio de truchas, y su relacion
con parametros en la sangre de los peces y su relacion con el pH durante el periodo de
refrigeracion del filete. Los resultados sugieren que, en la mayoria de los casos, los
niveles de cortisol, lactato y niveles de CO- en sangre aumentaron, mientras que el pH'y
O en sangre disminuyeron con el nimero de etapas agregadas al proceso de sacrificio.
Se encuentra que un aumento en los niveles de CO; en la sangre, los niveles de pH
disminuyeron significativamente de 7,6 = 0,02 en el estanque a 7,5 = 0,02 en el
transporte, y entre 7,3y 7,4 en respuesta al bombeo después del hacinamiento (Merkin,
Gjerstad, Nortvedt, Roth, & Dahl-Paulsen, 2010). El método de sacrificio también influye

en los niveles de pH durante el almacenamiento del filete.

De acuerdo con la busqueda realizada, no se hallaron reportes sobre el uso de polen
apicola en alimentacién de peces y su evaluacion en el pH. Se ha evaluado el uso de
polen apicola seco, en concentraciones de 1.000, 1.500, 2.500, 3.500, y 4.500 mg kg* de
alimento, en la suplementacion de pollos de engorde y su efecto en el pH de la carne. Se
encontré que los valores de pH del pernil y la pechuga, de los pollos suplementados con
polen, fueron mayores y se mantuvieron estables al final de las 24 h, excepto en dosis de
1500 y 2500 mg kg de alimento (p<0,05) (Ha$é¢ik, Elimam, Garlik, Bobk, & Cubon,
2013). De igual forma, el uso de polen apicola y probiéticos, evaluados en conjunto en
diferentes concentraciones, como suplemento en alimentacion de pollos de 45 dias de la
estirpe ‘Cobb 500’, sobre en el valor de pH del pernil durante 24 h en congelamiento. Se

encontré que los pollos alimentados con 1.000 mg de polen y 3.000 mg de probiéticos
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tuvieron un pH mayor pero mas estable en el pernil a las 24 h de almacenamiento, en

comparacion con el grupo control (p<0,05) (Adhikari et al., 2017).

Se ha evaluado el uso de carotenoides a partir de algas rojas (Rhodophyta) P. palmata
en concentraciones de 0, 5, 10, y 15 % de inclusion en la alimentacion de salmén del
atlantico (S. salar) con peso inicial promedio de 170,4 g durante 16 semanas, y el efecto
sobre el pH. El pH de los filetes de salmén fresco oscil6 entre 6,27 y 6,33 durante el
periodo de almacenamiento de 15 dias y no se vio afectado por la adicion de P. palmata
en la dieta (Moroney et al., 2015).

Durante el periodo de almacenamiento, los valores de pH de los filetes de trucha
aumentaron (p<0,05). Este comportamiento podria explicarse debido a la degradacién de
proteinas que tiene lugar durante el almacenamiento, producto de actividad enzimatica y
microbiana, que liberan péptidos, aminoacidos y otros compuestos nitrogenados que
tienen una reaccion béasica y aumentan el pH (Algicek, 2011). El descenso gradual del pH
es un activador de algunas de las proteinas que intervienen en la desarticulacion de la
estructura de las proteinas musculares o proteinas que participan en el proceso de
muerte celular programada, y también de la inactivacién de proteinas que intervienen en
el mantenimiento y metabolismo de la fibra muscular (Quali, 1992). Ningun grupo de
truchas superd el limite maximo permitido por la legislacion colombiana vigente, incluso
en el dia 21, en términos de calidad segun la NTC 1443, cuyo rango establecido de pH
es (5,8-6,8) (ICONTEC, 20009).
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Tabla 3-10 Efecto de la suplementacion de trucha arco iris con extractos de carotenoides
durante 8 semanas sobre la estabilidad del filete almacenado hasta 21 dias

Tratamientos

Paradmetro
C- C+ (50 ppm) P1 (25 ppm) P2(50 ppm)
pH
Dia 1 6,412 £ 0,02 6,38° + 0,01 6,36° + 0,01 6,412 £ 0,02
Dia7 6,517 + 0,01 6,602 £ 0,08 6,50°¢ + 0,01 6,43°+ 0,01
Dia 14 6,552 £ 0,02 6,522 + 0,01 6,50° + 0,03 6,46° + 0,01
Dia 21 6,692 £ 0,01 6,67°+0,01 6,629+ 0,01 6,64¢ + 0,01
N-BVT, mg N-100g?
Dia 1l 20,609 + 0,20 25,602 £ 0.30 21,30¢+ 0,20 22,70 + 0,20
Dia 7 21,30+ 0,30 25,932+ 1.62 22,70 + 0,30 23,40+ 0,40
Dia 14 21,309+ 0,10 25,60° + 0.20 27,002 £ 0,10 24,20° £ 0,10
Dia 21 34,102+ 0,20 32,70° £ 0.20 29,809 + 0,30 31.30¢+ 0,40
VP, mEq O2-kg*
Dia 1 1,902 + 0,09 2,002 £ 0,06 1,48+ 0,05 1,50°+0,17
Dia7 1,632+ 0,09 1,742 £ 0,04 1,36 + 0,06 1,642+ 0,08
Dia 14 2,342+0,18 2,262+0,11 1,57¢+ 0,12 1,99 + 0,04
Dia 21 3,672 +0,31 2,75 + 0,09 1,94¢ + 0,06 2,25¢+ 0,13
SR-TBA, mg MDA kg
Dia 1 0,102 £ 0,01 0,06°+ 0,01 0,102+ 0,01 0,08° + 0,01
Dia 7 0,192+ 0,01 0,12°+0,01 0,172 £ 0,01 0,09¢ + 0,01
Dia 14 0,282+ 0,01 0,24° + 0,02 0,19¢+ 0,01 0,099 + 0,01
Dia 21 0,352+ 0,01 0,332+0,01 0,23+ 0,01 0,14¢+ 0,01

C-: control negativo, 1,4 mg carotenoides totales kg-1; C+: control positivo, 50 mg astaxantina kg-1; P1:
Polen 1, 25 mg equivalentes de 3-caroteno kg-1; P2: 50 mg equivalentes de 3-caroteno kg-1. Dentro de
cada parametro y dia de almacenamiento, promedio de los tratamientos en muestras evaluadas por
triplicado + desviacién estandar. Promedios en la misma fila con diferente letra mindscula son
significativamente diferentes (LSD Tests) (p<0,05).

= Nitrogeno basico volatil total (N-BVT)

Los valores de N-BVT de los filetes de trucha se muestran en la Tabla 3-10. Los grupos
obtuvieron valores iniciales y finales de 20,60 y 34,10 para C-, 25,60 y 32,70 para C+,
21,30 y 29,80 para P1, y 22,70 y 31,30 para P2, respectivamente. En el dia 21, en
promedio el valor de N-BVT del grupo C- fue significativamente mas alto que los valores
presentados por los otros grupos, seguidos por C+, P2 y P1 (p<0,05). Al igual que en el
caso del pH, los valores de N-BVT aumentaron en todos los grupos durante el periodo de
refrigeracion (p<0,05), debido quizds a las mismas razones de descomposicion de

proteinas, actividad enzimatica y de microorganismos que se da en los filetes, una vez el
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pH disminuye. De acuerdo con la NTC 1443, en Colombia el limite maximo de N-BVT es
30 mg N 100 g (ICONTEC, 2009). En la clasificacién de calidad de pescado y productos
pesqueros, se propone un valor de 35 mg N 100 g* como el "limite de aceptabilidad”
(Ozyurt, Ozkitik, Simsek, & Yesilsu, 2015). En el presente estudio, todos los grupos
cumplen este parametro los dias 1, 7 y 14. En el dia 21, los grupos C- y C+ no cumplen
la legislacion colombiana vigente, mientras que los grupos P1 y P2 se encuentran por
debajo o cerca de este limite, y por debajo del limite de aceptabilidad. En el presente
estudio, al final del periodo de refrigeracién evaluado se evidencia que la adicién de
carotenoides en la dieta de la trucha fue efectiva para controlar los valores de N-BVT de
los filetes.

Estos resultados son consistentes con otros estudios. Se ha demostrado que el
suministro de carotenoides como antioxidantes prolonga la vida util del pescado en
refrigeracion (Kelestemur & Coban, 2016). Esto es debido a un crecimiento bacteriano
lento o0 a una capacidad disminuida de las bacterias para la desaminacion oxidativa de
compuestos nitrogenados no proteicos 0 ambos, debido al efecto de los carotenoides y
compuestos antioxidantes (Mahdi, Rezaei, Hadi, Mohamad, & Hosseini, 2010).

= Valor de peréxidos (VP)

Los niveles de VP como productos primarios de la oxidacion lipidica se muestran en la
Tabla 3-10. Los grupos obtuvieron valores VP iniciales y finales de 1,90 y 3,67 para C-,
2,00y 2,75 paraC+, 1,48y 1,94 paraP1,y 1,50y 2,25 para P2. Los dias 1, 7, 14y 21 se
presentaron diferencias significativas entre los grupos (p<0,05). Durante el periodo de
refrigeracion, se observéd una disminucion en el dia 7, que obedece a la descomposicion
de hidroperéxidos en metabolitos secundarios. Estos resultados son consistentes con los
datos encontraron para la trucha arco iris durante el periodo de almacenamiento en frio o
en congelamiento (Ozyurt et al., 2015). En el dia 14 y 21, los filetes de los grupos P1y
P2 obtuvieron los valores méas bajos de N-BVT (p<0,05). Estos valores son consistentes
con los valores de VP en filetes de trucha refrigerados, reportado hasta el dia 14 por
Ozyurt y colaboradores, 1,39 -1,82 mEq Oz kg (Ozyurt et al., 2015).

De acuerdo con la busqueda realizada, no se encontraron reportes del uso de polen
apicola en alimentaciéon de peces y su efecto sobre el VP en el filete. EI AVP contiene

compuestos liposolubles del polen, y probablemente contiene altos niveles de vitamina E.
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Se ha demostrado que el aumento de los niveles de a-tocoferol en las dietas de la trucha
puede ralentizar el nivel de oxidacion de lipidos en los filetes de pescado durante el
almacenamiento en refrigeraciéon (Kamireddy et al., 2011; Yildiz & Guin, 2006). El a-
tocoferol actia durante la fase de iniciacidbn de la oxidacion lipidica al actuar como
secuestrante de las especies quimicas oxidantes. Gracias a esta capacidad, los
antioxidantes pueden desempefiar un papel central para limitar los efectos perjudiciales
del estrés (antes del sacrificio 0 en el sacrificio) y el almacenamiento en filetes frescos
(Secci & Parisi, 2016).

» Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (SR-TBA)

El andlisis de SR-TBA se utiliza para determinar los productos secundarios de la
oxidacion lipidica que provocan cambios desagradables de sabor, color y olor, y
contribuyen al deterioro de la textura en los productos pesqueros (Ozyurt et al., 2015).
Los niveles de SR-TBA se muestran en la Tabla 3-10. Los grupos obtuvieron valores
iniciales y finales de SR-TBA de 0,10 y 0,35 para C-, 0,06 y 0,33 para C+, 0,10 y 0,23
para P1,y 0,09y 0,14 para P2. En los dias 14 y 21, los valores de TBA-RS de los grupos
P1 y P2 fueron significativamente mas bajos que los valores obtenidos en los grupos C- y
C+ (p<0,05). Estos valores son consistentes con los valores de RS-TBA (0,08 a 0,24)
reportados por Mahdi y colaboradores (Mahdi et al., 2010). Los valores de RS-TBA
encontrados en este estudio, son mas bajos que los valores reportados por Yildiz y
colaboradores durante 9 dias de almacenamiento en refrigeraciéon (2,2 y 16,2 mg MDA
kg?) de truchas suplementadas con niveles crecientes de vitamina E (Yildiz & Gun,
2006), y los valores reportados por Ehsani y colaboradores durante 12 dias de
almacenamiento en refrigeracion (0,4 y 4,4 mg de MDA kg™) en truchas suplementadas
con licopeno antes y después del sacrificio (Ehsani, Jasour, & Agh, 2018), asi como los
resultados hallados hasta el dia 14 en refrigeracién hecho por Ozyurt y colaboradores,
0,96 y 1,02 mg de MDA kg* (Ozyurt et al., 2015).

Ibrahim Sallam ha propuesto que el nivel maximo de aceptabilidad para SR-TBA en
pescado (congelado, refrigerado o almacenado con hielo) es de 5 mg MDA kg?, mientras
que el pescado puede ser consumido hasta un nivel de 8 mg MDA kg, citado por (Mahdi
et al., 2010). En este estudio, aunque se observé un ligero aumento durante el periodo de

refrigeracion en los valores de RS-TBA en todos los grupos, los valores de SR-TBA
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fueron inferiores a estos limites propuestos durante el periodo de almacenamiento de 21

dias, probablemente debido a la tardia oxidacion lipidica primaria.

De acuerdo con la busqueda realizada, no se hallaron reportes sobre el uso de polen
apicola en alimentacién de trucha arco iris y su efecto sobre la oxidacién lipidica del

filete.

Se ha demostrado que el suministro de propéleo en una concentracion entre 10 y 30 g
kg™ de alimento en comparacion con el suministro de vitamina E en una concentracion de
60 mg kg* de alimento, y una dieta sin adicién de antioxidantes en truchas con peso
inicial de 42,27 + 2,14 g durante 12 semanas, disminuyen los niveles de MDA en el filete
de las truchas, causados por estrés hipéxico generado por bajas tasas de flujo de agua
(0,9 y 2,1 I mint), en comparacién de una dieta sin adiciéon de carotenoides (Kelestemur
& Seven, 2013).

3.4.5.Analisis global de los datos durante el periodo de refrigeracion

Se aplicé un PCA, para verificar la similitud entre tratamientos segin pardmetros como
CT, color (L*, a* y b*, C*, y H*), pH, N-BVT, VP, y SR-TBA durante el tiempo (21 dias en
refrigeracion). El resultado del PCA muestra que los dos primeros componentes
principales explican el 81,5 % de la varianza total de los datos, como se muestra en la

Figura 3-4.

El valor propio y la varianza del componente '1' fueron 4,76 y 47,63 %, respectivamente.
El valor propio y la varianza del componente '2' fueron 3,39 y 33,87 %, respectivamente.
Los grupos de truchas se diferenciaron en los dias 1, 7, 14, y 21, en el primer
componente principal (47,63 %), que tiene el mayor poder descriptivo de las muestras
durante el periodo de refrigeracion en la mayoria de parametros. Los filetes de trucha del
grupo C+, en los dias 1, 7, 14, y 21, mantuvo los mayores valores para variables como
CT, a* y b*, C*, y los menores valores para L* y H*. Los filetes de los grupos P1y P2,
tuvieron valores positivos en estos pardmetros durante el periodo de refrigeracion. Los
filetes del grupo C-, obtuvieron valores negativos en estos parametros durante los
primeros 14 dias del periodo de refrigeracién. En todos los grupos, durante los dias 14 y
21, se evidencio un aumento en los valores de pH, N-BVT, VP, y SR-TBA, exhibiendo los

mayores extremos los filetes del grupo C-.
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Figura 3-4 Score y Loading plot obtenidos mediante PCA de la suplementacion de
trucha arco iris con extractos de carotenoides sobre pardmetros en los filetes evaluados
en los dias 1, 7, 14 y 21 en refrigeracion.

C-: control negativo (verde), 1,4 mg carotenoides totales kg; C+: control positivo (azul obscuro) 50 mg
astaxantina kg*; P1: Polen 1 (amarillo), 25 mg equivalentes de B-caroteno kg; P2: polen 2 (azul claro), 50
mg equivalentes de B-caroteno kg?l. CT: carotenoides totales; color: L*a*b*H*C*; pH; N-BVT: nitrégeno
basico volatil total; VP: valor de peréxidos; SR-TBA: substancias reactivas al acido tiobarbitarico.






4. Conclusiones y recomendaciones

4.1. Conclusiones

El polen seleccionado empleado en la realizacién de este proyecto exhibe tipos polinicos
dominantes de Raphanus sativus, Eucalyptus globulus, Monocotiledonea, Salix
humboldtiana, Asteraceae e Hypochaeris radicata, asociados a un color en la escala
Pantone®. Los tipos polinicos secundarios encontrados son T. repens y S. humboldtiana,
y T. repens y T. pratense, donde el color resultante es una mezcla de distintos tipos
polinicos.

En este estudio, el contenido de carotenoides totales en muestras de polen seco
evaluadas mediante espectrofotometria fue de 1.169,40 + 4,23 mg de [B-caroteno
equivalente kg-1 de polen seco. El contenido de carotenoides totales del aceite vegetal
pigmentado utilizado en este estudio, relacion 0,25:1, evaluadas mediante

espectrofotometria fue de 278,72 + 7,81 mg de 3-caroteno equivalente I-1 de aceite.

Durante el experimento, en la fase de cultivo no se presenté mortalidad. Los grupos de
truchas no presentaron diferencias en parametros de desempefio como ganancia de
peso, ganancia de longitud, tasa de crecimiento especifico, factor de condicién, e indices
corporales como el indice hepatosomético. Se encontraron diferencias significativas en
el indice vicerosomatico de los distintos grupos de peces. No obstante, no se presenta un
patrén en el comportamiento en los datos, por lo cual, en el presente estudio no es claro

cémo los tratamientos evaluados afectan este parametro en la poblacién de truchas.

Se aplico un andlisis de componentes principales para verificar la similitud entre
tratamientos segun parametros de desempefio durante el periodo de cultivo. El resultado
muestra que los dos primeros componentes principales explican el 95,47 % de la
varianza total de los datos, mostrando que, en promedio, los grupos de truchas crecieron

de forma diferente a partir del dia 28 de suplementacién, mostrando valores altos en
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pardmetros como ganancia de peso, ganancia de longitud, y tasa de crecimiento

especifico, en grupos de truchas suplementadas con carotenoides.

Durante el periodo de refrigeracion, se presentaron diferencias significativas en la
composicion del filete de los diferentes grupos. Este estudio aporta una serie de
evidencias sobre las caracteristicas nutricionales de los filetes de trucha arco iris
cultivados en granja y alimentados con una dieta basal con adicibn de astaxantina
sintética o carotenoides del polen, vehiculizados en aceite de girasol, que pueden resultar
Utiles para el sector acuicola, con respecto a las consideraciones de formulacién de

alimentos y los nuevos mercados.

De acuerdo con el andlisis sensorial, los consumidores no percibieron diferencias en el
color de los filetes frescos de los grupos ‘control’, ‘polen uno’ y ‘polen dos’. Los filetes
frescos del grupo de truchas suplementadas con astaxantina sintética obtuvieron
puntuaciones de color significativamente mayores en comparacion con los otros grupos.
Las truchas que no recibieron carotenoides en su dieta no alcanzaron el puntaje minimo

en la escala SalmoFan™.

Adicionalmente, se aplicé un analisis de componentes principales segun parametros
fisicoquimicos durante el periodo de refrigeracion. El resultado muestra que los dos
primeros componentes principales explican el 81,5 % de la varianza total de los datos.
Los filetes de trucha del grupo suplementado con astaxantina sintética mantuvieron, en
promedio, los mayores valores para variables de color (L*a*b*) y contenido de
carotenoides totales. Los filetes de los grupos suplementados con las dietas 'polen uno'y
'‘polen dos' exhibieron valores positivos en estos parametros durante el periodo de
refrigeracion. Los filetes del grupo de truchas suplementadas con la dieta 'control

negativo' mostraron los menores valores en estos parametros.

En todos los grupos de filetes, durante los dias 14 y 21, se evidencié un aumento en los
valores de pH, nitrégeno basico volatil total, valor de peréxidos y substancias reactivas al
acido tiobarbitarico. Sin embargo, en todos los grupos estos valores se mantuvieron por
debajo de los limites exigidos por las autoridades sanitarias hasta el dia 14 del periodo

de refrigeracion.
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Los valores en estos pardmetros del grupo suplementado con la dieta ‘control negativo’,
fueron mayores que los valores que registraron los grupos suplementados con
carotenoides, mostrando la efectividad de estos ultimos compuestos para retardar los
efectos de la degradacién del pescado.

4.2. Recomendaciones

Se recomienda realizar la formulacion y fabricacion de las dietas de las truchas mediante
la adicién de diferentes combinaciones de inclusion del AVP, con el fin de evaluar,
corroborar y ampliar los resultados obtenidos en este estudio en cuanto a la evaluacion
de pardmetros de crecimiento, calidad y estabilidad del filete de truchas alimentadas con
carotenoides naturales.

Se recomienda hacer una formulacion combinada entre tratamientos sintéticos y
naturales, con el fin de evaluar su grado de sinergia o antagonismo en las variables
estudiadas.
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5. Anexos
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5.1. Anexo 1. Formato de prueba de
aceptacion para consumidores

UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA)
Sede Bogotd

PANEL DE CONSUMIDORES DE TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss)

Nombre

Género MoFo Edad 18-25 o 25-40 o 40-60 o Mayores de 60 o
Apreciado panelista, califique las muestras 342 y 658 de acuerdo a las siguientes caracteristicas:

No me gusta nada

No me gusta

Ni me gusta ni me disgusta
Me gusta

Me gusta mucho

aprwdPE

Formato de diligenciamiento de las muestras.
Muestra XXX Muestra XXX

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Aroma O O o o O O O o O O
Sabor O O o O O O o o o o
Textura O O o O O O O O o O
Producto en general o o o o o O O O o O

¢, Usted compraria este producto? Si o No oCual?
¢Por qué?
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5.2. Anexo 2. Metodologia analisis
microbioldgico

Se evaluaron los parametros microbiolégicos establecidos en la normativa colombiana
vigente (NTC 1443). Para la toma de muestras se seguio la metodologia establecida en
la NTC 4491-3. Se evalu6 el recuento de Staphylococcus aureus (NTC 4779), E. coli
(NTC 4458), Salmonella (NTC 4574), Vibrio (ISO 21872-1). Adicionalmente, se
inocularon muestras de trucha de cada tratamiento en agar estandar para conteo de plato
y se incuban a 30°C por 48 h y a 4°C por 10 dias para determinar las cargas de
mesofilos y sicréfilos, respectivamente. Se siguieron las metodologias descritas por
(Holguin Hernandez, 1998).

Dilucion y homogeneizacion de la muestra

Se pesaron 11 g de filete en bolsas estériles y se agregaron a frascos estériles con 99 ml
de agua peptonada (APE) al 0,1%. Posteriormente se agitan hasta obtener una mezcla

homogénea. Se realizan diluciones seriadas en base 10 (hasta 1073).

Recuento en placa de microorganismos sicrofilos

Se tomd una alicuota 1 ml de cada una de las diluciones en cajas de Petri estériles y se
adicionaron 15 ml de agar tipo Agar Plate Count fundido y mantenido a una temperatura
de 45°C mezclando el in6culo con el medio de cultivo adicionado. Una vez solidificado el
medio de cultivo se invierten placas e incuban a una temperatura de 30 + 2°C durante 48
h, y luego a 4 + 2°C por 10 dias. Se realiz6 el recuento de las UFC/g, teniendo en cuenta
el factor de dilucion y el intervalo establecido en la normativa para este tipo de

microorganismos.

Recuento de Staphylococcus aureus

Se utilizé el método horizontal para el recuento de stafilococos coagulasa positiva. Se
sembré 0.1 ml a partir de las diluciones 10 y 102 en Agar Baird Parker, se incubé a 37 +
2 °C durante 48 h. Se consideraron sospechosas las colonias negras con halo claro
alrededor. A las colonias sospechosas se les realizé la prueba de coagulasa
sembrandolas en caldo BHI a 37 + 2 °C durante 24 h. Se mezclaron 0.3 ml de caldo BHI

con crecimiento y 0.3 de plasma de conejo en un tubo estéril, se incub6 a 37 + 2 °C
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durante 6 h evaluando la presencia de coagulacion. Luego, se realiz6 coloracién de Gram
para verificar la morfologia de las células.

Determinacion de Salmonella Sp.

Se agregaron 20 gramos de trucha en 225 ml de caldo lactosa y se incub6 a 37 £ 2 °C
durante 24 h. Se sembré 1 ml del caldo con crecimiento en dos tubos, uno con caldo
tetrationato, otro con caldo selenito cistina, y se incub6é a 37 + 2 °C durante 24 h. Se

sembrd por agotamiento a partir de los dos tubos en agar XLD y SB.

Coliformes totales, y determinacion de Escherichia coli

Se dosificé 1 ml de cada diluciones del homogenizado inicial en tubos con caldo lactosa
Bilis Verde Brillante (2%), en series de tres tubos por dilucién, y se incubaron a 37 + 2 °C
2 dias, verificando la ausencia de aire. Luego, se registraron los tubos con turbidez y
produccion de gas, para hacer la prueba confirmativa. La prueba confirmativa se hace
sembrando por estria con un asa los tubos positivos en una placa de agar Eosina Azul de
metileno (EMB) para determinar la presencia o no de Escherichia coli, incubando las

placas a 37 + 2 °C durante 2 dias.

Determinacion de Vibrio cholerae

El V. cholerae debe enriquecerse durante 6-8 h en APW a 35 + 2 °C durante 18 h
seguido de aislamiento en agar TCBS. Para determinaciones cuantitativas, se inoculan
las muestras en estrias desde la parte superior del agar TCBS como medio actualmente
avalado para selectividad/diferencial de esta especie. Se sembro6 por agotamiento y no se

observaron
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5.3. Anexo 3. SalmoFan™

Figura 5-1 Efecto de la suplementacion de trucha arco iris con extractos de carotenoides
sobre el color del filete (Escala SalmoFan™)

C-: control negativo, 1,4 mg carotenoides totales kg*; C+: control positivo, 50 mg astaxantina kg*; P1: Polen
1, 25 mg equivalentes de B-caroteno kg*; P2: 50 mg equivalentes de B-caroteno kg™.
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5.4. Anexo 4. Metodologia analisis
proximal

Humedad: se realiza con base en el método 925.10 de la AOAC con algunas
modificaciones. Se pesan 5g y se someten a secado por 24 h a 70°C en estufa con
circulacion de aire. Los resultados se determinan mediante gravimetria en un equipo UT6

marca Heraeus Instruments.

Proteina: se determina segun el método oficial 981.10 de la AOAC con algunas
modificaciones, siguiento el método Kjeldahl y utilizado un factor de conversion de 6.25,
en un equipo Kjeltec 8100 marca FOSS.

Grasa: el contenido de grasa se determina mediante el método gravimétrico con
extraccién con éter de petrleo en un dispositivo tipo Soxhlet segin el método oficial
AOAC 945.16.

Cenizas: se realiza de acuerdo con el método 942.05 de la AOAC con algunas
modificaciones, en un equipo marca Hotpack. Se pesan 3g de la muestra y se someten a

pre-calcinacion para eliminar materia organica, seguido de una calcinacion a 600°C.
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