_);3 Journal of Agriculture and

Julio - Diciembre de 2013. Vol. 2, No. 2. / C. Torres et. al.

Extraccion y caracterizacion de aceite de pescado
derivado de subproductos de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss)

Catalina Torres Toro', Julidn Londofo Londono 2, Sara Hincapié Avila 3, Carlos
Arturo David Ruales®.

Resumen

Introduccién. La produccién de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) en Colombia
soporta el 11,36 % de la produccién nacional, y Antioquia es el principal productor
nacional con aproximadamente el 38 %. En el proceso de produccién se generan
diferentes subproductos y desechos que corresponden aproximadamente al 19 %
del peso vivo (PV). Tradicionalmente los aceites de origen animal son extraidos por
calentamiento de los tejidos en presencia de un solvente orgdnico (Soxhlet) y dentro
de los métodos modernos de fraccionamiento se encuentra el de fluidos supercriticos.
Obijetivo. Extraer y caracterizar el aceite de pescado derivado de subproductos de
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) por medio de Soxhlet y fluidos supercriticos.
Materiales y métodos. Visceras y carcasas de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) se secaron, se molieron, se determiné humedad, valores bromatoldgicos
y microbiolégicos en todas las muestras por triplicado; se hizo extracciéon por el
método Soxhlet y por fluidos supercriticos; al producto final se le hizo el perfil de
dcidos grasos. Resultados. Los microbiolégicos realizados a carcasas y visceras
no arrojaron presencia de E. Coli en ninguna de las muestras; los bromatolégicos
promedio fueron: humedad, 2.1 %; grasa, 34,2 %; cenizas, 17.3 %; proteina,
17.2 %; un valor calorimétrico de 5414,4141 cal/g para carcasas y un valor de
6068,0078 cal/g para las cabezas. El perfil lipidico del aceite obtenido por Soxhlet
presenta 68.6 % de grasa insaturada y 27.73 % de grasa saturada; por su parte,
para el aceite obtenido por fluidos supercriticos se obtuvieron 68.5 % y 29.2 % de
grasa insaturada y grasa saturada, respectivamente.
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Extraccién y caracterizacion de aceite de pescado derivado de subproductos de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)

Extraction and characterization
of fish oil products derived
from rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss)

Abstract

Introduction. The production of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) in Colombia supports
11.36% of the national production and Antioquia
is the leading producer, with about 38%. Several
waste products are generated in the production
process, corresponding to approximately 19 %
of the body weight (BW). Traditionally, animal
oils are extracted by heating the tissue in the
presence of an organic solvent (Soxhlet) and
one of the modern methods of fractionation
is the supercritical fluid extraction. Obijective.
To extract and characterize the fish oil derived
from rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
byproducts, via the Soxhlet and supercritical fluids
methods. Materials and methods. rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) carcasses and viscera of
were dried and ground. Also, the moisture and the
bromatological and the microbiological values
were measured for all of the samples, in triplicate.
The Soxhlet and the supercritical fluids methods
were used to make the extraction. A fatty acids
profile was applied to the final product. Results.
The results of the microbiological tests showed
no E. coli in any of the samples. The average
bromatologic values were: moisture: 2.1 %; fat:
34.2 %; ashes: 17.3 % and protein: 17.2 %. The
carcasses had a 5414.4141 cal/g calorimetric
value and the heads had a 6068.0078 cal/g
value. The lipid profile of the oil obtained by
the use of the Soxhlet method showed 68.6 %
of unsaturated fat and 27.73 % of saturated fat.
For the oil obtained by the use of the supercritical
fluids method, the unsaturated fat was 68.5%
and the saturated fat was 29.2 %.

Key words: Supercritical fluids, fish, Soxhlet,
waste byproducts.

Extracdo e caracterizacao
de 6leo de peixe derivado de
subprodutos de truta arco iris

(Oncorhynchus mykiss)

Resumo
Introducdo. A producdo de truta arco
iris  (Oncorhynchus mykiss) na Colémbia

suporta 11,36% da producdo nacional e
Antioquia é o principal produtor nacional
com aproximadamente 38%. No processo de
produgdo se geram diferentes subprodutos e
refugos que correspondem aproximadamente
a 19 % do peso vivo (PV). Tradicionalmente
os 6leos de origem animal sdo extraidos por
aquecimento dos tecidos em presenca de
um solvente orgdnico (Soxhlet) e dentro dos
métodos modernos de fracionamento se
encontram, o de fluidos supercriticos. Objetivo.
extrair e caracterizar o 6leo de peixe derivado de
subprodutos de truta arco iris (Oncorhynchus
mykiss) por meio de Soxhlet e fluidos supercriticos.
Materiais e métodos. visceras e carcacas da
truta arco iris (Oncorhynchus mykiss) secaram-
se, moeram-se, determinou-se umidade, valores
bromatolégicos e microbiolégicos em todas
as mostras por triplicado; fez-se extracdo pelo
método Soxhlet e por Fluidos Supercriticos,
ao produto final se lhe fez o perfil de acidos
gordurosos. Resultados. os microbioldgicos
realizados a carcacas e visceras ndo arrojaram
presenca de E. Coli em nenhuma das mostras;
os bromatolégicos média foram: umidade 2.1%;
gordura 34,2%, cinzas17.3%; proteina 17.2 %;
um valor calorimétrico de 5414,4141 cal/g para
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carcacas e um valor de 6068,0078 cal/g para
as cabecas. O perfil lipidico do 6leo obtido por
Soxhlet apresenta 68.6% de gordura insaturada
e 27.73% de gordura saturada; por sua vez para
o 6leo obtido por fluidos supercriticos se obteve
68.5% e 29.2% de gordura insaturada e gordura
saturada respectivamente.

Palavras importantes: Fluidos supercriticos,
peixes, Soxhlet, refugos, subprodutos.

Introduccidn

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas
pasa la Alimentacién y la Agricultura FAO
(2012), la acuicultura sigue creciendo mds
rapidamente que cualquier otro sector de
produccion de alimentos de origen animal,
con un incremento promedio anual del 8 %;
Colombia sigue la misma tendencia mundial y
sustenta su produccion (mds del 95 %) por tres
especies: tilapia roja (Oreochromis spp), trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss) y la cachama
blanca (Piaractus brachypomus) (Corporacién
Colombia Internacional, 2010). Hoy en dia se
producen aproximadamente 6795 toneladas en
Colombia, y de esta produccién nacional, 1836
toneladas son aportadas por el departamento de

Antioquia (38 %)(CCI, 2010).

La produccién de aceite de pescado constituye
el principal método de aprovechamiento de
las capturas de peces no comestibles y de los
residuos procedentes de las plantas de beneficio
(Rodriguez-Mdrquez, 1993). Los depodsitos de
grasa en los peces pueden estar en los musculos,
en la piel y en el revestimiento de la cavidad
abdominal (Bastos et al., 2006); sin embargo,
dentro de la misma especie el porcentaje de
dcidos grasos difiere en virtud de muchos
factores como sexo, tamano, dieta, localizacién
geogrdfica, temperatura del ambiente y estacién
del afo (Gongalves y Souza-Soares, 1988).

Tradicionalmente los aceites de origen animal
son extraidos por calentamiento de los tejidos,
lo que permite su separaciéon de las proteinas
y de otros componentes como dcidos grasos
libres y agua, que deben ser separados por
otros procesos como desgomado, refinacién,
blanqueamiento o fraccionamiento (Cmolic y
Pokorny, 2000); dentro de los métodos modernos
de fraccionamiento se encuentra, entre otros,
el de fluidos supercriticos, el cual puede usar
como solvente didxido de carbono a un punto
critico de 72,8atm, con varias ventajas, ya que al
comportarse como un liquido facilita la disolucién
de los solutos, a la vez que su comportamiento
como gas permite una fdcil separacion de la
matriz; estas caracteristicas conllevan un proceso
de extraccién mds rdpido, eficiente y selectivo
comparado con el método de la extraccion
liquido-liquido, ademds de amigable en vista
del uso de “disolventes verdes” como el didxido
de carbono, para evitar el uso de los habituales
disolventes clorados de las extracciones liquido-
liquido (Sihvonen, Jarvenpdd, Hietaniemi vy
Huopalahti, 1999).

Este trabajo buscé extraer y caracterizar el aceite
de pescado derivado de subproductos de trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss) por medio de
extraccion Soxhlet y fluidos supercriticos.

Materiales y Métodos

Recoleccién de carcasas, cabezas, visceras

Las visceras y las carcasas de trucha arco iris
fueron suministradas por la empresa Truchas
del Jardin, localizada en el municipio de Jardin,
a 114 kildbmetros de la ciudad de Caldas; sus

coordenadas geogrdficas son: Latitud Norte
5°35'58" y Longitud Oeste 75°50°05".

Pruebas bromatolégicas

Las materias primas fueron secadas en un
horno eléctrico, a una temperatura de 65 °C; el
contenido de humedad fue determinado en un
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horno eléctrico MEMMERT®; el contenido de
grasa, por el método Soxhlet. (Brum, Arruda,
Regitano-D’arce, 2009). El contenido de cenizas
fue determinado en una MuflaBorel® a 500 °C.
El nitrégeno(N) proteico fue determinado por
el método de Kjeldahl, segun la Asociacién de
Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 1997)
(equipo VELP-Scientific®-UDK 142-Automatic
Distilation-Unit). El valor calorimétrico se

determiné en una bomba calorimétrica de tipo
isoperibolParr 6200®.

Extraccion por soxhlet

Se utilizé el método planteado por Brum et al.
(2009), utilizando n-hexano como solvente
a una temperatura de 68-70 °C durante 4
horas. Finalmente, el solvente fue removido por
evaporacién a presién reducida.

Extraccion por fluidos supercriticos

El equipo que se utilizd para la extraccion
a escala de laboratorio tiene las siguientes
especificaciones: extractor Tharcon® tanque
de extraccidon de 1 litro, bomba neumdtica con
potencia mdxima de 10 000 libras por pulgada
cuadrada (psi), sistema de calentamiento por
resistencias con temperatura maxima de 120
°C y dos tanques separadores. Se determinaron
las mejores condiciones de extraccion en el
equipo, mediante la evaluacién de un intervalo
de presiones y temperaturas; otras variables
como el tiempo de extraccion, el tamano de
particula, la humedad del material y el flujo de
solvente se fijaron de antemano. Las condiciones
finales de extraccion fueron 250 barias (bar), 45
°C, 60 minutos.

Perfil de acidos grasos

Las muestras de aceite obtenidas de cada
una de las extracciones fueron analizadas
mediante cromatografia gaseosa con deteccién
de ionizacién de llama (GC-FID) (Shimadzu®
MFCG-003). Las muestras se prepararon de
acuerdo con el método oficial AOCS-Ce-1¢-89.

Andlisis estadistico

Las medias obtenidas de las mediciones por
triplicado se compararon utilizando pruebas
t-student (andlisis de pares) o ANOVA (andlisis de
grupos), con un test de comparacion multiple de
Newmal-Keuls, considerando estadisticamente
significativas diferencias con valor p < 0.5. Se
empled el paquete estadistico Prisma 5.0 for
Windows (GraphPad Prism, San Diego CA, USA).

Resultados

Al readlizar las diferentes pruebas que se
establecieron para la extraccidn y caracterizacion
del aceite de pescado las pruebas bromatoldgicas
arrojaron los siguientes resultados:

Humedad: El contenido de humedad deseado
en la harina deberd ser inferior a 7 % para
evitar descomposicion de las muestras por
contaminacién microbiolégica. El promedio
obtenido fue 2,1 % (tabla 1).

Cenizas: Los resultados muestran un promedio
total de 17.3 %; este valor estd directamente
relacionado con la cantidad de calcio contenido
en la materia prima, ya que entre la mezcla de
subproductos estdn las espinas de la carcasq;
(tablal).

Proteina: Los valores proteicos promedio
fueron un 17,22 %, que indican que a pesar de
ser considerados desechos presentan valores
interesantes en cuanto a la concentracién de
este macronutriente (tablal).

Calorimetria: Este proceso se le realizé para
carcasas y cabezas; los resultados obtenidos
fueron 5414,41cal/g y 6068,01cal/g (tablal).

.



—7

Journal of Agriculture and

Julio - Diciembre de 2013. Vol. 2, No. 2./ C. Torres et. al.

Tabla 1. Valores obtenidos de las pruebas bromatoldgicas

Muestras % Humedad % Grasa % Minerales % Proteina  Cal/g Calorimetria
CARCASAS 1 1,31 31,49 18,14 18,13
2 1,50 35,45 18,29 18,13 5414,41
3 N.D 37,42 17,91 18,13
Promedio 1,41¢ 34,79° 18,11° 18,13
CABEZAS 1 2,18 2,04 16,44 17,50
2 2,18 2,04 16,82 18,13
3 N.D 28,84 16,88 17,50 6068,01
Promedio 2,18° 35,94 16,71¢° 17,71
VISCERAS 1 2,67 44,68 16,70 15,63
2 2,68 40,46 16,83 15,00
3 N.D 41,83 17,64 16,88
Promedio 2,68¢ 31,74 17,05¢ 15,83°
Promedios Totales 2,09 34,16 17,29 17,22

N.D: No Determinado

Superindices diferentes en promedios de una misma columna indican diferencias significativas

(p<0.5)

Perfil lipidico. Los resultados para los contenidos
de grasa estuvieron por encima del 31 % para
todas las materias primas utilizadas, explicables
por el hecho de que la especie como tal presenta
altos niveles de grasas asociados principalmente
a su dieta y al tipo de subproducto utilizado para
el ensayo. El promedio del contenido de grasa
entre todas las materias primas fue 34.2 %. Se
analizaron y se caracterizaron los componentes
de los aceites obtenidos por los dos métodos de
extraccion.

GRASA INSATURADA 68,59
Por el método Soxhlet se obtuvo una cantidad GRASA MONOINSATURADA 51,58
GRASA POLINSATURADA 17,01

de grasa insaturada de 68,6 %, grasa
monoinsaturada de 51,58 %; grasa polinsaturada
de 17,01 %; grasa saturada de 27,73; para un

valor de grasa total de 99,64%. El cromatograma
arrojé lo siguiente: contenido de omega-3: 0.84
%; omega-6: 16.16 %; Omega-9: 38.17 %,
como se observa en la tabla 2.

Tabla 2. Perfil lipidico para el extracto
oleoso por medio de Soxhlet

Cromatografia %
GRASA SATURADA 27,72

OMEGA 3 (ACIDO LINOLENICO) 0,85
OMEGA 6 (ACIDO LINOLEICO) 16,16
OMEGA 9 (ACIDO OLEICO) 38,17
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Por su parte, el aceite obtenido con el método
de extraccién por fluidos supercriticos mostré un
contenido de grasa insaturada de 68.5 %; grasa
monoinsaturada, 50.82 %,; grasa poliinsaturada,
17.69 %, grasa saturada, 29.20 %; grasa
total, 99,65 %. Contenidos de omega-3, 0.90
%, omega-6, 16.78 %, omega-9, 36.79 %
(tabla3).

No se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p>0.5) al comparar cada uno de
los pardmetros del perfil lipidico entre el aceite
obtenido por Soxhlet y el obtenido por fluidos
supercriticos.

Discusidon

Segun Averina y Kutyrev (2011), el perfil de
dcidos grasos en los peces varia en funcién
de varios factores tales como temperatura
del agua, edad, sexo, especie, tipo de pez vy,
principalmente, en funcién del perfil de los
dacidos grasos presentes en la cadena alimenticia
que pueden ser los del medio natural o de los
diversos sistemas de cultivo, y que un perfil
lipidico ideal es caracteristico de cada especie,
la cual mediante su propio metabolismo absorbe
o puede modificar el perfil de los dcidos grasos
de la dieta (Bastos, et al. 2006 y Blanco, et al.
2007); de esta manera algunos peces de agua
dulce podrian ser considerados como una fuente
alternativa de dcidos grasos polinsaturados de
la familia omega 3 (w-3), en vista de su mayor
capacidad de alargar y desaturar los dcidos
grasos cortos sintetizados por las algas y plantas,
como lo indican Sargent, Tochery Gordon-
Bell (2002) en trucha arco iris (Oncorhynchus
myKkiss).

Valenzuela, Tapia, Gonzdlez y Valenzuela (2011)
reportan valores de dacido eicosapentanoico
y de dacido docosahexaenoico (EPA vy
DHA, respectivamente) de 4,5 % y 6,8 %,
respectivamente para la misma especie, pero

Tabla 3.
Cromatografia %

GRASA SATURADA 29,20
GRASA INSATURADA 68,50
GRASA MONOINSATURADA 50,82
GRASA POLINSATURADA 17,68
OMEGA 3 (ACIDO LINOLENICO) 0,90
OMEGA 6 (ACIDO LINOLEICO) 16,78
OMEGA 9 (ACIDO OLEICO) 36,79

extraidos por hidrogenacién; Averina etal. (2011)
reportan un contenido porcentual en musculo de
trucha arco iris del 5 % de EPA, y del 19 % de
DHA; en otra especie de salmédnido eurihalino,
Sun, Xu vy Prinyawiwatkul (2006) reportan
contenidos muy altos en comparacién con otros
aceites, 1,64 g/100g de EPA y 1,47/100g de
DHA,; Sathivel, Prinyawiwatkul, Grimmb, Kingay
Lloyd (2002) reportan en visceras del bagre del
canal (/ctalurus punctatus), contenidos de 4,2
mg/g en base seca de DHA; Ozogul, Ozogul y
Alagoz (2006), reportan para el bagre africano
(Clarias gariepinus), porcentajes de 2,1 % de
EPA y 6,72 de DHA, y para la carpa comuin
(Ciprinus carpio), porcentajes de 5,9 % de EPA
y 8,21 % de DHA; Jabeen y Chaudhry (2011),
realizando estudios en grasa, reportan para la
carpa comun (Ciprinus carpio), porcentajes de
EPA de 0,3 % y DHA de 0,36 %; para la carpa
mayor de la India (Labeo rohita), porcentajes
de 0,6 % de EPA y 1,27 % de DHA, y para
tilapia mozambica (Oreochromiss mozambicus),
porcentajes de 0,4 % de EPA y 0,35 % de
DHA. En el presente estudio no se encontraron
estos dos dcidos grasos; probablemente estos
resultados se puedan explicar por la degradacién
de los mismos durante el secado, ya que son
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altamente inestables (Valenzuela et al., 2011) o
bien por los sistemas de extraccion empleados;
por ejemplo, en el caso de fluidos supercriticos,
las condiciones de presidn y temperatura podrian
modularse para orientar la extraccién hacia este
tipo de sustancias (Sihvonen et al., 1999).

Guerra-Segura (2012) reporta que el aceite
obtenido de manera tradicional de visceras
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) presenta
un bajo porcentaje total de omega-3 (1,34
%). En el presente estudio se reportan valores
similares de 0,8 %y 0,9 % para Soxleth y fluidos
supercriticos, respectivamente; a pesar que
los valores mencionados se relacionan con los
reportados, es posible estandarizar los procesos
y realizar nuevamente la caracterizacién de
los componentes, ya que estos valores pueden
aumentarse si se mejoran las condiciones de
secado y extraccién.

Aunque la determinacién de los contenidos
de EPA y DHA no fueron determinados por el
metdédo Soxhlet, el uso de esta metodologia
permiti6 determinar el rendimiento de grasa
de las muestras; ademds, suministré la materia
prima para determinar el perfil de dcidos grasos
de las mismas. Esto deja expuesta la posibilidad
de que con unos pardmetros mds adecuados en
la extraccion y almacenamiento se pueden lograr
unos resultados éptimos.

Segun Veldsquez (2008), muchos factores han
incrementado la necesidad de desarrollar nuevas
técnicas para la obtencién de diferentes productos
con varios propésitos, entre ellas, el elevado
precio de solventes orgdnicos, restricciones
medioambientales y el requerimiento de
productos con extremada pureza por parte de
las industrias médicas y alimenticias (Shahidi et
al. 1988). La extraccién por fluidos supercriticios
es un proceso que puede evitar algunos de
los problemas que presentan los métodos
tradicionales de separaciéon. En este caso, por
ejemplo, la tecnologia de extraccion por fluidos

supercriticos logré la obtencidon de un aceite de
similar calidad al obtenido por Soxhlet, pero
empleando una cuarta parte del tiempo (1 hora
contra 4 horas), menortemperatura (45 °C contra
80 °C) y sin utilizar solventes orgdnicos (Diéxido
de carbono presurizado contra n-hexano). Por lo
tanto, se espera seguir trabajando para poder
alcanzar la estandarizacién del proceso, en
vista de que existen reportes de que la técnica
de fluidos supercriticos podria ser mds efectiva
hacia cierto tipo de dcidos grasos.
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