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Resumen

La produccion de dorada ha experimentado una fuerte caida en los ultimos afios
por la pérdida de rentabilidad. Entre otros factores, en ello ha influido el escaso margen
de beneficio y el tipo de producto ofrecido al consumidor, de bajo coste y poco
diferenciado. Las necesidades futuras de la acuicultura y en concreto de la produccion
de dorada pasan por una diversificacion del producto y una mejora de la calidad que
permitan aumentar el margen de beneficio. Para esto pueden ser de gran utilidad los
conservantes naturales afiadidos al pienso, pues pueden proporcionar beneficios
nutritivos y de apariencia sensorial al pescado fresco y en almacenamiento. Ademas, en
las ultimas décadas se han demostrado efectos en distintos aspectos de la salud de los
peces que afectan al bienestar de los mismos. Los aspectos anteriores, junto con la total
eliminacion de conservantes sintéticos del pienso, pueden acercar la acuicultura marina
hacia una produccion mas orgdnica y ecologica, que ademds se traduciria en un

incremento del valor econémico del producto.

La adicion de conservantes naturales al pienso demostrd ser una buena
alternativa a los conservantes sintéticos para protegerlo frente a la oxidacion lipidica. La
actividad antioxidante del romero fue similar a la del butil-hidroxitolueno durante el
procesado del pienso y durante su almacenamiento a temperatura ambiente y en
refrigeracion. Los aceites esenciales de tomillo (quimiotipo timol y quimiotipo
carvacrol), aunque tienen una demostrada actividad antioxidante, no fueron capaces de
equiparar al butil-hidroxitolueno durante el secado del pienso e incluso el timol mostro
cierta actividad prooxidante. Durante el periodo de almacén los piensos se mantuvieron
sin grandes cambios en cuanto a oxidacion lipidica, validando estas condiciones de

almacén durante el tiempo que suelen permanecer en la empresa de acuicultura.

El uso de sustancias antioxidantes como aditivo del pienso para mejorar la
calidad del pescado ha sido ampliamente estudiado, enfocado principalmente a la
vitamina E y la vitamina A. El objetivo de su utilizacion es tanto la mejora de la calidad
nutritiva del producto como de su estabilidad durante el almacén. El uso de
conservantes naturales provenientes de plantas aromaticas en el pienso mejora
propiedades sensoriales como el olor, el color de las agallas y el indice de calidad. Los
parametros fisicoquimicos utilizados no muestran diferencias, inicamente la oxidacion
lipidica es inferior en peces alimentados con dietas suplementadas con extracto de

romero.
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Los alimentos de origen marino son muy susceptibles al deterioro provocado por
la actividad microbiana y los procesos autoliticos. Esto es debido, fundamentalmente, a
su alto contenido en aminodcidos libres, lipidos insaturados, compuestos nitrogenados
no proteicos, enzimas autoliticas, etc., y a la abundancia de bacterias psicrofilas y
psicotrofas en su flora bacteriana. La efectividad de la aplicacion exogena de aceites
esenciales y extractos de plantas aromaticas ha sido estudiada en pescado combinandolo
con distintas técnicas de almacén pero la bibliografia acerca de su aplicacion en el
pienso es escasa. Los productos estudiados en la presente Tesis Doctoral, aceite esencial
de tomillo —quimiotipo timol- y extracto de romero- 1:1(ac.carndsico:carnosol)
afladidos al pienso han demostrado un efecto beneficioso sobre la conservacion del
pescado. Ambos tienen un efecto dosis dependiente sobre parametros fisicoquimicos del
deterioro, siendo proporcional a la dosis en caso del tomillo y con una dosis Optima de
600 mg/kg en el caso del romero. Los mejores valores del indice de calidad al final del
periodo de almacén se observaron con la dosis de 1000 mg/kg de aceite esencial de
tomillo o con 600 mg/kg de extracto de romero. En ambos casos se tradujo en un

incremento de la vida util en un dia con cualquier dosis.

Los aceites esenciales y extractos de plantas aromaticas también ejercen ciertos
efectos en la fisiologia de los peces modulando, entre otros aspectos, el metabolismo
lipidico y la respuesta inmune. Esto tiene implicaciones en el bienestar animal, el cual
estd ganado importancia en la acuicultura marina. El extracto de romero fue capaz de
mejorar el metabolismo, reduciendo la esteatosis hepatica de los peces que se suele
producir durante la alimentacidon con dietas de alta energia y mejorando parametros de
bioquimica sanguinea. La dosis Optima entre las estudiadas fue la de 600 mg/kg. El
aceite esencial de tomillo produjo un aumento de la estimulacion del sistema inmune
asociado al intestino de dorada a la dosis de 1000 mg/kg y una reduccion aparente de la
inflamacién a dosis altas. En ambos casos se observo una respuesta bifasica, algo

comun en fitoquimicos afiadidos a la dieta.

Palabras clave: dorada, Sparus aurata, almacenamiento en hielo, vida util, calidad,
antioxidantes naturales, fitoquimicos, aceite esencial de tomillo, extracto de romero,

pienso para peces, metabolismo lipidico, inflamacion.
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Introduccion

1.1. Situacion actual de la acuicultura
1.1.1 La acuicultura en el mundo

El acusado incremento de la poblacién en el ultimo medio siglo ha conllevado
un aumento en la demanda de alimentos a nivel mundial (Figura 1). Es necesario el
desarrollo de sistemas de produccion de gran eficacia y que sean capaces de producir
alimentos de calidad en los diversos escenarios ambientales, sociales y econdmicos que
se dan lugar alrededor del mundo. Se ha calculado que la producciéon mundial de
alimentos deberia crecer en torno a un 70% entre 2010 y 2050 para satisfacer las

necesidades alimenticias de la poblacion creciente (APROMAR, 2013).

Utilizacion del pescado Poblacion (miles de millones)
(millones de toneladas) y suministro alimentario (kg per capita)
140 21
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Figura 1. Utilizacion y suministro mundiales de pescado (FAO, 2012).

La produccion agraria terrestre, con muchos siglos de desarrollo, se ha
implementado enormemente hasta la actualidad, de forma que cada vez es mas dificil
conseguir avances en eficiencia alimenticia o velocidad de crecimiento. La acuicultura
es una alternativa muy eficaz en la produccion de proteina para consumo humano ya
que tras unas pocas décadas de existencia a nivel industrial ha demostrado eficiencias
alimenticias superiores a las de animales terrestres como el cerdo o las aves de corral.
Esto parece estar relacionado con su buena capacidad para incorporar el nitrégeno de la
dieta en la proteina muscular, unido a un menor gasto energético por el hecho de ser

poiquilotermos, por el medio fisico en que se mueven y por otros aspectos fisiologicos
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como la excrecién de nitrogeno en forma de amonio, mucho menos costosa

energéticamente que en forma de urea o acido urico (Gjedrem et al., 2012).

El pescado es, ademds, un alimento muy saludable, habiéndose demostrado las
propiedades protectoras de la grasa del pescado frente a enfermedades cardiovasculares,
artritis reumatoide, depresion, desérdenes neuroldgicos y sus actividades antitrombotica
y antiinflamatoria. Por ello, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda un
consumo de 4cidos grasos altamente insaturados (HUFAs) de la serie n-3 de 0,3 gramos

por dia y persona (2:1, DHA:EPA) (Joint FAO/WHO Expert Consultation, 2009).

La pesca de captura y la acuicultura proporcionaron a la poblacién mundial unos
148 millones de toneladas de pescado en 2010, de los cuales unos 128 millones de
toneladas se destinaron a consumo humano. El crecimiento anual de la producciéon de
pescado en el ultimo medio siglo ha superado con creces el crecimiento de la poblacion
mundial, mejorando por tanto la disponibilidad de pescado per cépita de forma notable,

desde un promedio de 9,9 kg al afio en la década de los 60 hasta 18,4 kg en 2009.

Millones de toneladas

160

140 I Produccion de la acuicultura
[ Produccién de la pesca de captura
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40
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0
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Figura 2. Produccion mundial de pesca de captura y acuicultura (FAO, 2012).

Es importante desglosar este crecimiento, ya que la pesca y la acuicultura se han
comportado de formas distintas y a la vez complementarias (Figura 2). La pesca
extractiva ha estado creciendo de forma continua a lo largo de la historia y entre los
afios 50 y 80 se produjo un gran aumento de capturas, debido sobre todo al desarrollo
tecnoldgico y al aumento del esfuerzo pesquero. La intensa explotacion de los caladeros

los llevo a un estado critico por el cual los Estados y los organismos internacionales
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comenzaron a tomar medidas de control para conseguir una explotacion sostenible
(FAO, 2007 y FAO, 2009). A partir de mitad de los 80 la produccion pesquera redujo su
crecimiento y entré en una fase de estancamiento en el que alin se encuentra. El
aumento de la produccion acuicola consiguid suplirlo gracias a la inversion publica y
privada en el desarrollo de técnicas de cultivo intensivo de especies acudticas, sobre
todo de peces. Desde entonces la produccion de pescado mediante la acuicultura ha
crecido enormemente, aunque de forma diferente en cada regiéon del mundo y

atravesando fases de crisis en algunas zonas (Tabla 1).

Tabla 1: Produccion acuicola anual (toneladas) por paises y tasa de variacion
interanual en 2011 (APROMAR, 2013).

Pais Toneladas % crec. anual
China 50.173.139 4,9
Indonesia 7.937.072 26,4
India 4.577.965 20,8
Vietnam 3.052.500 12,8
Filipinas 2.608.120 2,4
Bangladesh 1.523.759 16,4
Republica de Corea 1.499.335 8,9
Noruega 1.138.797 13,0
Tailandia 1.008.049 -21,6
Egipto 986.820 7,3
TOTAL 10 PRINCIPALES PRODUCTORES 74.505.556 7,9
RESTO DE LOS PAISES 9.223.757 2,0
TOTAL MUNDIAL 83.729.313 7,2
Espafia 271.963 7,8

El mayor crecimiento se produjo en las décadas de los 80 y los 90, con tasas
medias de crecimiento anual de 10,8 y 9,5%, respectivamente. En los afios 70 la
piscicultura producia 3,5 toneladas de pescado al afio, mientras que en 2010 se
superaron los 78 millones de toneladas, lo que representaba el 47 por ciento de la
produccion mundial. En la actualidad, mas de la mitad de la produccion mundial de
pescado para consumo humano se lleva a cabo mediante acuicultura. Sin embargo, el

abastecimiento de pescado para la poblacion mediante peces cultivados no queda
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totalmente asegurado, ya que es vulnerable a multiples factores socioecondémicos,

ambientales, tecnoldgicos y de origen natural adverso.

1.1.2 La piscicultura en Espafia

Nuestra geografia, cultura y hébitos alimenticios hacen de Espafia un gran
consumidor de pescado a nivel internacional. El consumo per céapita de pescado en
nuestro pais es de 26,5 kg por persona y afio, siguiendo a la cabeza de la Unién Europea
a pesar de la caida del 8% sufrida desde 2008. Esto tiene grandes implicaciones a la
hora de planificar la gestion del mercado de esta industria agroalimentaria. Ademas, con
sus 7.880 kilémetros de costa, Espafia posee unas condiciones Optimas para el
desarrollo de la acuicultura. Actualmente, es el pais de la Unién Europea con mayor
volumen de produccién acuicola, con 271.963 toneladas en 2011, pero teniendo en
cuenta el valor de lo producido se sitda en cuarto lugar con 457,3 millones de euros.
Esto se debe a que la mayor parte de la produccién nacional corresponde al mejillon
(212.556 toneladas en 2011), de menor valor econdémico que los peces. En cuanto a la
produccion piscicola, Espafia se situa en tercer lugar por detras de Reino Unido y Grecia
(APROMAR, 2013), demostrando la importancia de la industria piscicola en nuestro
pais. Las principales especies de peces producidas dentro de nuestras fronteras son la
dorada, la trucha arcoiris, la lubina y el rodaballo, en este orden por volumen de

produccion (Tabla 2).

Tabla 2: Produccion de pescado de acuicultura en Espafia (toneladas; % del total por
CCAA; APROMAR, 2013).

Especie 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Dorada 15.577 20.220 22.320 23.930 23.690 20.360 16.930 19.430

Lubina 5.492 8930 10.480 9.840 13.840 12.495 14.367 14.270
Rodaballo 4.275 5.815 6.080 7.870 8320 6.910 7.755 7.970
Anguila 405 328 360 470 510 446 505 460
Besugo 118 134 194 200 185 185 200 187
Corvina 273 845 810 1.300 1.660 3.250 2.880 1.640
Lenguado 60 80 60 55 188 204 110 194

Trucha 25.958 25.401 29.059 24.359 23.232 17.600 16.818 18.612
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El rodaballo es, de las especies anteriormente citadas, el de menor produccion a
nivel nacional (7.970 toneladas en 2012). Sin embargo, representa la mayor parte de la
produccion europea. Las granjas de engorde y alevinaje se encuentran, practicamente en
su totalidad, en Galicia. Alli se concentra el 99,2% de la produccion de rodaballo.
Aunque su crecimiento ha sido més tardio y progresivo, no ha experimentado caidas tan
fuertes como otras especies (Figura 3). Su precio de primera venta ha bajado bastante en

los ultimos afios pero aiin mantiene un buen margen con el precio al consumidor (32%).
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Figura 3. Produccion anual de rodaballo (1999-2012) (APROMAR, 2013).

La produccion de lubina de acuicultura en Espafia fue de 14.270 toneladas en
2012, reduciéndose ligeramente respecto al afio anterior (Figura 4). Andalucia es la
principal productora de lubina, acaparando el 28% de la produccion en 2012. Las
empresas que la producen estan repartidas por la costa mediterranea y Canarias. A pesar
del descenso en produccidn, su precio de venta aumentd de forma considerable en los

ultimos afios lo que le aporta una mayor rentabilidad.



Conservantes naturales en los piensos para peces:
Optimizacion de la calidad y vida util de la dorada

1000

12.000

Hoon 1
Valenciana
175%

a1

don anual (%)

G000

Froducdon LUBENA ()
Variac

000

M Cataluia

2000 1

I T T T T T T T T T T T T T r -20%

003
2004
005
2006
007
08
2009
2010
E)|
02

Figura 4. Produccion anual de lubina (1999-2012) y distribucion geografica de la produccion en

2012 (APROMAR, 2013).

La produccién de trucha, a pesar de su continuo decrecimiento en la ultima
década (Figura 5) se mantiene por encima de la produccion de lubina (16.818 toneladas
en 2012). Es de destacar que la produccién de esta especie tiene una historia mas larga
que la piscicultura marina y se basa en tecnologias de produccion muy diferentes. Aun
asi, es importante tenerla en cuenta en los estudios de mercado, pues puede competir en

determinados casos con peces marinos de acuicultura.
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Figura 5. Produccion anual de trucha (1999-2012) y distribucion geografica de la produccion en

2012 (APROMAR, 2013).
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En cuanto a la produccion de dorada, experimentd un gran crecimiento en
Espafia en las tres ultimas décadas, habiendo llegado a ser la especie estrella de la
acuicultura espafiola (Figura 6). La maxima produccidn anual se registrd en 2009, con

23.930 t, tras lo cual tuvo una fuerte bajada a nivel tanto nacional como internacional,
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reduciéndose en Espafia hasta 16.930 toneladas en 2011. La principal causa de esta
caida fue la fuerte bajada de los precios de la dorada en el mercado. Existen diversos
factores que pudieron propiciar esta reduccion de precios, como son la falta de
planificacién a nivel nacional, la entrada de producto proveniente de paises de la Union
Europea con costes de produccion mucho menores o la falta de desarrollo en cuanto
calidad y valor afiadido, una vez se alcanzaron altas eficiencias de produccion. A pesar
de esto, en 2012 la produccién volvid a aumentar, con un incremento del 14,8%
respecto a 2011. Su precio en primera venta en 2012 fue de 4,31 €/kg, lo que supuso un
descenso del 13,8% respecto al afio anterior, sin embargo el volumen de venta aumento

un 19% y su precio final descendid un 2,6% hasta 7,03€ (APROMAR, 2013).
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Figura 6. Produccion anual de dorada (1999-2012) y distribucion geografica de la produccion en

2012 (APROMAR, 2013).

Esta recuperacidon no deberia implicar una reduccién en el esfuerzo cientifico,
politico y econdémico, y seria conveniente analizar los factores que han producido la
caida del sector en los tltimos afios para ser capaces de fortalecerlo y optimizarlo.

El incremento del valor del producto puede ser una buena herramienta para
fortalecer la piscicultura en Espafia, dados los estrechos margenes de beneficio actuales.
En otras especies de mayor produccion en Europa como el salmén ya se trabaja en este
aspecto desde hace tiempo, estudiando la incorporacion de aditivos como por ejemplo
los carotenoides que mejoran el color de la carne o su estado oxidativo (Storebakken et
al., 1987). Desde hace algunos afios se producen en Espafia dorada y lubina “ecologica”
de acuerdo al reglamento europeo que trata la produccion y etiquetado de productos

ecologicos (Reglamento 834/2007), incrementando el valor del producto y ocupando
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otro nicho creciente en el mercado alimentario, los productos organicos y/o ecologicos.
El esfuerzo que se esta realizando en la investigacion sobre la sustitucion de aditivos
sintéticos por aditivos naturales en el pienso para peces, puede ayudar a fortalecer y
revalorizar los productos de la acuicultura en este nicho de mercado. También se esta
trabajando en el procesado del producto para llevar al consumidor presentaciones o
elaboraciones de mayor valor afiadido. Es necesario conocer bien el mercado, de manera
que se puedan adaptar los productos a las cambiantes necesidades y expectativas de los

consumidores y asi conseguir en cada momento el valor éptimo de su produccion.

1.2. Calidad nutricional del pescado

El pescado tiene una elevada calidad nutricional por su importante contenido en
proteinas de alto valor bioldgico -por encima de la proteina de vacuno y de muchas
proteinas vegetales-, por su contenido en 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga
(PUFA), por sus vitaminas y por la cantidad que presentan de ciertos minerales como el
fésforo. Ademas siempre ha estado relacionado con dietas reconocidas como saludables

como son la dieta mediterranea o la dieta nordica.

1.2.1 Composicion del pescado

Tabla 3. Principales nutrientes en distintos tipos de alimentos de origen animal
(FAO, 2007)

Tipo de carne Agua Proteinas Lipidos Minerales KJ
Musculo de pescado 66-81 16-21 0.2-25 1.2-15 -
Vaca (magra) 75.0 223 1.8 1.2 116
Vaca (carcasa) 547  16.5 28.0 0.8 323
Cerdo (magra) 75.1 228 1.2 1.0 112
Cerdo (carcasa) 41.1  11.2 47.0 0.6 472
Ternera (magra) 76.4  21.3 0.8 1.2 98
Pollo 75.0 228 0.9 1.2 105
Venado 75.7 214 1.3 1.2 103
Grasa de vacuno (subcutanea) 4.0 1.5 94.0 0.1 854
Grasa de cerdo (lomo) 7.7 2.9 88.7 0.7 812
Leche (pasteurizada) 87.6 3.2 3.5 — 63
Huevo (hervido) 74.6  12.1 11.2 — 158

10
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La composicidn en nutrientes del pescado varia en funcion de la especie, la edad,
el sexo, su estado fisioldgico, la estacion del afio y el sistema de conservacion. La carne
de pescado tiene una composicion en macronutrientes similar a la de la carne de otros
animales terrestres como la vaca, aunque, dependiendo de la especie, la carne de
pescado puede variar el contenido en lipidos y también en energia (peces grasos vs.

peces magros) (Tabla 3).

1.2.1.1. Agua

La mayor parte del musculo del pescado es agua, al igual que en mamiferos y
aves. Es variable en funcidn de la especie, la época del afio y el estado fisioldgico del
pez. El contenido en agua es inversamente proporcional al de la grasa (Ordéiez, 1998).
Aunque no es un nutriente relevante a en cuanto a exclusividad, interviene de forma

importante en la calidad del pescado y en sus propiedades sensoriales (Suarez, 2006).

1.2.1.2. Proteinas

Las proteinas del pescado difieren de las de mamiferos principalmente en la
abundancia de cada tipo de ellas en el musculo. Las proteinas estructurales constituyen
el 70-80% del total en pescado frente a un 40% en mamiferos. Las proteinas
sarcoplasmaticas (solubles en soluciones salinas) son el 25-30% y las del tejido
conectivo (colageno) son aproximadamente el 3% frente al 17% en mamiferos.

Tabla 4: Porcentaje de aminodcidos esenciales y valor bioldgico de distintos tipos de
proteina (Huss, 1995).

Aminoacido Pescado Leche Vacuno Huevo
Lisina 8,8 8,1 9,3 6,8
Triptéfano 1,1 1,6 1,1 1,9
Histidina 2,0 2,6 3.8 2,2
Fenilalanina 3,9 5,3 4,5 5,4
Leucina 8,4 10,2 8,2 8,4
Isoleucina 6,0 7,2 5,2 7,1
Treonina 4.6 4.4 4,2 5,5
Metionina-Cisteina 4,0 4,3 2,9 3,3
Valina 6,0 7,6 5,0 8,1
Valor biolégico 76 90 74,3 93,7

11
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Las proteinas del pescado tienen todos los aminoacidos esenciales y un alto
valor biologico (alrededor de 76), superior al de la carne de vacuno. Respecto a su perfil
aminoacidico suelen tener mds proporcion de lisina, cisteina y metionina que las

proteinas de la carne de vacuno o del huevo (Tabla 4).

1.2.1.3. Lipidos

Los lipidos presentes en el pescado son principalmente fosfolipidos, con funcidn
estructural, y triglicéridos, con funcidon de almacenamiento de energia, aunque algunas

especies también utilizan ceras con esta Ultima funcion.

Los peces magros o “pescado blanco” contienen menos de un 1% de grasa en su
musculo, de la cual el 90% son fosfolipidos de las membranas celulares. Su principal
organo de almacén de grasa es el higado, por lo cual se utiliza para extraer aceite de

pescado de calidad, como es el caso del aceite de higado de bacalao.

Los peces grasos o “pescado azul” suelen superar el 5% de grasa en el filete y
también estd repartida de forma méas o menos homogénea por todo el organismo. Las
células grasas de estos peces se encuentran sobre todo en el tejido subcutaneo, en el
abdomen e insertas entre los paquetes musculares (Kiessling et al., 1991). Las células
del musculo rojo son capaces de metabolizar directamente los lipidos, mientras que las
células del musculo blanco dependen del glucdgeno para la producciéon de energia, al
igual que sucede con peces magros. Entre los peces grasos hay grandes migradores, los
cuales varian enormemente su contenido en triglicéridos, e incluso en fosfolipidos,

dependiendo de la época del afio (Love, 1970).

Los lipidos del pescado son muy diferentes de los que encontramos en animales
terrestres. En éstos predominan los acidos grasos saturados o con pocas instauraciones
mientras que en el pescado abundan los que tienen 5 o 6 insaturaciones a lo largo de una
cadena por lo general larga. Este tipo de dcidos grasos son los que atraen la atencion de
la comunidad cientifica por sus propiedades saludables para el ser humano. El contenido
de PUFAs, depende mucho de la especie y del habitat, siendo los peces marinos
bastante mas ricos en estos acidos grasos que los peces de agua dulce -cerca de un 90%
frente a un 70%-. Esta diferencia se debe a que son incorporados principalmente por la

dieta, siendo algunos de ellos esenciales como el acido eicosapentaenoico (EPA), el

12
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acido docosahexaenoico (DHA) y el acido araquidénico (ARA). Las algas y otros
organismos en la base de la cadena troéfica marina los producen gracias a la actividad de
desaturasas A5 y A6 (Figura 7), con un nivel de expresion en peces que no les permite
sintetizar los dcidos grasos esenciales antes mencionados (Tocher, 2003). Estos acidos
grasos se transfieren a lo largo de la cadena tréfica, hasta llegar a las especies de

consumo humano.
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Figura 7. Rutas de elongacion de la cadena acil de los acidos grasos (Tocher, 2003).

1.2.1.4. Compuestos nitrogenados no proteicos

Un apartado minoritario, pero de gran importancia desde un punto de vista de la
conservacion, es el de los compuestos nitrogenados no proteicos. Se trata de un
conjunto heterogéneo de moléculas que contienen nitrégeno, de naturaleza no proteica y
solubles en agua. Los mas importantes a nivel tecnologico son las bases volatiles -
amoniaco, trimetilamina (TMA), dimetilamina (DMA)-, el 6xido de trimetilamina
(OTMA), los aminoacidos libres, la urea, los nucleétidos, etc. Estos compuestos
proceden fundamentalmente del sarcoplasma y constituyen en los teledsteos un 9-18%

del nitrégeno total y un 33-38% en los elasmobranquios (Piclet, 1987).

El OTMA tiene funcidn osmorreguladora y su cantidad puede variar

enormemente en funcion de la especie, siendo los cefalopodos y los elasmobranquios
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los que mayor concentracion presentan y los peces planos y pelagicos los que menos. Su
reduccion por parte de las bacterias produce TMA y DMA, que aporta el olor

caracteristico del pescado deteriorado.

La concentracidon de urea en peces teledsteos suele ser muy baja (<0,05% del
tejido muscular) pero es destacable que es un nutriente para las bacterias que, al

transformarlo en amoniaco, producen olores desagradables (Ordéiiez, 1998).

La abundancia de nucledtidos de adenina como adenosin trifosfato (ATP) y sus
derivados tienen gran importancia en el deterioro del pescado y no tanto como nutriente.
Su deterioro afecta enormemente a la calidad del pescado durante el almacén y existen

indices de calidad que se basan en este aspecto.

El alto contenido en histidina y su deterioro también puede afectar a la calidad
durante el almacén y, de hecho, se han dado casos de intoxicacion por histamina,

producto de la degradacion de la histidina (Huss, 1995).

1.2.1.5. Minerales

El pescado es una buena fuente de minerales, y se recomienda su consumo
cuando se sufren carencias de determinados elementos. Los mds abundantes son calcio
(5-200 mg/100g de musculo), fosforo (100-400 mg/100g de musculo), sodio (30-150
mg/100g de musculo), potasio (250-500 mg/100g de musculo) y magnesio (10-50
mg/100g de musculo); y en cantidades traza pueden encontrarse yodo (16-318 pg/100g),
hierro (1mg/100g), cobre, fluor, cobalto y cinc. En general, los productos de origen
marino son los alimentos naturales mas ricos en yodo, ya que a pesar de ser un elemento
traza, se encuentra en cantidades superiores que en otras grasas animales y que en la

mayoria de aceites vegetales (Ordoéiiez, 1998).

1.2.1.6. Vitaminas

El pescado es una buena fuente de vitaminas liposolubles, sobre todo vitaminas
A y D que, en especies grasas, se encuentran en cantidades muy por encima de las
encontradas en mamiferos. Esto hace al pescado un alimento apropiado cuando existe

un déficit de estas vitaminas en la dieta. La falta de vitamina A puede producir
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problemas oculares y un deterioro del sistema inmune, mientras que en el caso de la
vitamina D produce problemas oOseos por falta incorporacion de calcio. Se ha
demostrado que el contenido de vitaminas en el filete es un reflejo de su nivel de
inclusion en la dieta (Waagbgo ef al., 1993) y, en el cultivo de peces, el alimento incluye

un complemento vitaminico y normalmente vitamina E que es un potente antioxidante.

1.2.1.7. Contaminantes

La presencia de algunos minerales no deseados como son los metales pesados,
estd creando controversia sobre el consumo de pescado en los Ultimos afios. Se ha
demostrado la presencia de mercurio a niveles alarmantes en ciertas especies de peces
marinos, principalmente aquellos que se situan en la parte alta de la cadena tréfica
(Guallar et al, 2002). La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) y la OMS recomiendan unos niveles maximos de consumo semanal
de mercurio de 4 pg (mercurio inorgénico) o 1,6 ug (metilmercurio) por kg de peso
corporal. Estos limites son de especial interés para los grupos de riesgo como las
mujeres embarazadas, los bebés y los nifios. Los PCBs, un grupo de compuestos
considerado de los mds nocivos para el ser humano, son abundantes en productos
pesqueros. La acuicultura puede aportar soluciones a este problema reduciendo el
contenido en metales pesados o en PCBs (Bell ez al., 2005) en el pescado de consumo.
Por tanto, seria muy util un sistema de certificacion en este sentido para mejorar la

aceptacion del pescado de acuicultura.

1.2.2. Efectos beneficiosos de los PUFAs en la salud humana

Gran cantidad de los efectos beneficiosos del consumo de pescado (Figura 8)
estan relacionados con los PUFAs de la serie n-3, especialmente HUFAs n-3 que son
esenciales para el ser humano, como el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido
docosahexaenoico (DHA). En la tabla 5 se describen algunos de los PUFAs mas

abundantes en el pescado.

Ya en los afios setenta se comenzaron a investigar las propiedades saludables de
este tipo de acidos grasos. El hecho de que los esquimales de Groenlandia tuvieran una
incidencia de enfermedades coronarias muy por debajo de la habitual en otros paises, a

pesar de su alto consumo de colesterol y de alimentos ricos en grasa, llamo la atencion
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de los investigadores. En los primeros estudios se descubrid que tenian menor cantidad
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) que los esquimales daneses, que se
alimentaban con dietas occidentales (Bang & Dyerberg, 1980). Desde aquel momento
no ha cesado el esfuerzo en investigacién en este campo, ya que el abandono de las
dietas tradicionales y el creciente consumo de alimentos precocinados y de baja calidad
nutritiva ha producido un deterioro general de la salud humana. Por poner un ejemplo,
en Estados Unidos las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de

mortalidad superando el 50% del total.

Tabla 5: Principales PUFAs presentes en el pescado de interés en nutricion humana
(Sidhu, 2003).

Nombre N°de carbonos  N° de dobles enlaces Simbolo
Linoleico 18 2 18:2, n-6
y-Linoleico 18 3 18:3 n-6
a-Linoleico 18 3 18:3 n-3
Araquiddnico 20 4 20:4 n-6
Eicosapentaenoico 20 5 20:5 n-3
Docosahexaenoico 22 6 22:6 n-3

Los 4cidos grasos poliinsaturados tienen entre sus principales efectos

beneficiosos la reduccion del riesgo de padecer ciertas enfermedades:

La hipertension esta fuertemente relacionada con el consumo de PUFAs n-3, ya
que su consumo ha demostrado reducir las presiones sistolicas y diastdlicas en personas
con hipertension (Sidhu, 1993). Varias enfermedades cardiovasculares estan
relacionadas con el bajo contenido de PUFAs n-3 de la dieta, como la arteriosclerosis, el
infarto de corazdn, el infarto cerebral (Sidhu, 2003). Sin embargo estas enfermedades
tienen un origen complejo y multifactorial por lo que algunos estudios no encuentran

esta relacion (Orencia et al., 1996).

El consumo de aceite de pescado también se ha relacionado con la baja
incidencia de la diabetes. Su capacidad de reducir los triglicéridos en sangre y la

hipertension parece reducir los efectos de la resistencia a la insulina (Berry et al., 1997).
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Los PUFAs parecen tener gran importancia en el desarrollo del sistema nervioso,
el sistema reproductor y algunos receptores sensoriales como la retina ocular. La gran
abundancia de los mismos en las sinapsis nerviosas, en los testiculos y espermatozoides
y en la retina hace pensar que desarrollan un papel importante en ellos. De hecho se ha
demostrado que la deficiencia de DHA en la dieta puede conducir a problemas
relacionados con la memoria, la agudeza visual y la reproduccion. (Sidhu, 1993). Se han
encontrado relaciones interesantes con otras enfermedades en las que se esté realizando
una amplia investigaciéon en la actualidad, como son el cancer, la depresion y el

Alzheimer (Adams et al., 1996; Rose, 1997; Lukiw & Bazan, 2008).
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INSULINA /  Figura 8. Efectos beneficiosos destacados
de los PUF As presentes en el pescado.

1.2.3. Promocidn del consumo de pescado: ventajas de la acuicultura

PUFAs n-3 BENEFICIOS PRINCIPALES

La tendencia actual de incrementar la seguridad alimentaria, el aseguramiento de
la calidad del producto mediante controles de calidad y la trazabilidad de cada uno de
sus componentes, hace de la acuicultura una opcién muy util para la provision de

pescado a la poblacidon. Una de las ventajas de la acuicultura frente a la pesca extractiva,
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es la posibilidad de controlar el producto y conseguir, mediante la aplicacion de las
nuevas tecnologias, una constante mejora en la calidad tanto desde el punto de vista
nutricional como sensorial. Factores como el método de cultivo, el tipo de alimentacion,
el manejo, el método de sacrificio y la posterior conservacién influyen de forma
importante sobre los aspectos antes mencionados. Es por ello por lo que se considera
necesario el estudio del pescado como producto final destinado al consumo, centrandose
en la influencia que aspectos importantes del cultivo tienen sobre su calidad.
Tradicionalmente, la responsabilidad del aseguramiento de la calidad del
pescado ha recaido sobre las agencias gubernamentales, mediante la inspeccion de las
areas de procesamiento y la evaluacion final del producto. Este tipo de sistema es
costoso, ineficiente y no proporciona una garantia de calidad real (Huss, 1995). En las
ultimas décadas se han creado sistemas de calidad mejorados, como el sistema de
Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP), que se hizo obligatorio en
la Union Europea ya en 1994 (EEC, 1994). En estos afios se ha seguido implementando
el control de la seguridad y la calidad de los productos alimenticios. De hecho, desde
2005 la Organizacién Internacional de Estandarizacion (ISO) ofrece a las empresas de
acuicultura la norma ISO 22000 mediante la cual pueden demostrar a terceros, que
realizan una gestion eficaz de la seguridad alimentaria en toda su cadena de produccion,
desde el alevinaje hasta la presentacion al consumidor. Anteriormente, en Europa
existian estandares que podian certificar unicamente el procesado del producto una vez
fuera de la granja de acuicultura como son el FS (International Food Standard) y BRC
(British Retail Consortium), por tanto, la aparicién de esta norma era muy necesaria.
Seria bueno seguir implementando el control de la calidad del producto, para poder
garantizar y certificar su trazabilidad y ciertas ventajas frente a la pesca extractiva,

como el menor contenido en PCBs y metales pesados (Bell ez al., 2005).

1.3. Procesos de deterioro del pescado

La carne del pescado, comparada con otros tipos de carnes, es muy susceptible a la
alteracion provocada por la actividad microbiana y los procesos autoliticos. Esto es
debido fundamentalmente a su gran contenido en determinados constituyentes (agua,
aminoacidos libres, lipidos con alto grado de insaturacién, compuestos nitrogenados no
proteicos, enzimas autoliticas, etc.). Su calidad puede verse alterada en poco tiempo por

los procesos del deterioro post mortem. Por tanto es de vital importancia el uso
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apropiado de las técnicas de manejo, procesado y almacenamiento (Olafsdottir et al.,
2004). Teniendo en cuenta que el pescado fresco es un alimento muy perecedero, su

frescura es quizas el atributo mas determinante de su calidad.

1.3.1. Cambios autoliticos

1.3.1.1. Carbohidratos

En el momento de la muerte del pez, el evento mas importante que ocurre en el
musculo es el cese del aporte de oxigeno por la ausencia de bombeo de sangre. En estas
condiciones la glucolisis aerobia se detiene pero contintia la anaerobia. En condiciones
de anaerobiosis la energia en forma de trifosfato de adenosina (ATP) puede seguir
produciéndose a partir del fosfato de creatina durante un corto espacio de tiempo, pues
sus reservas son muy limitadas. La glucolisis anaerobia puede entonces continuar
durante un cierto tiempo, produciendo acido pirtvico y acido lactico, lo que se traduce
en un descenso del pH. Uno de los efectos de este descenso de pH es la pérdida de
capacidad de retencidén de agua por el musculo, ya que las proteinas se desnaturalizan

parcialmente y su capacidad para enlazar moléculas de agua desciende.

Cuando el musculo agota las reservas de glucosa (gasta 18 veces mas durante la
glucdlisis anaerobia) desciende la concentracion intracelular de ATP y se produce el
rigor mortis. La velocidad con la que se llegue a este punto va a depender de las
condiciones nutritivas del pez y el estado fisiologico del musculo. Condiciones de
sacrificio en la que los peces son sometidos a estrés y ejercicio fisico aceleran el rigor
mortis y reducen la calidad del pescado (Jerrett ef al, 1996). De acuerdo a la tendencia
actual de mejora del bienestar animal y de las técnicas de sacrificio actual, se estdn
realizando importantes esfuerzos en mejorar la calidad del pescado en muchos aspectos,

entre ellos el retraso del rigor mortis.

1.3.1.2. Nucleotidos

El ATP del musculo del pez, tras su muerte, sigue una ruta degradativa mediante
una serie de desfosforilaciones y desaminaciones (Figura 9). E1 ATP se transforma en
difosfato de adenosina (ADP), este a su vez en monofosfato de adenosina (AMP) y

sucesivamente en monofosfato de inosina (IMP), inosina e hipoxantina. E1 IMP esta
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relacionado con el sabor dulce y deseable del pescado fresco, mientras que la
hipoxantina estd relacionada con el sabor amargo del pescado deteriorado. La primera
parte de esta reaccidn en cadena es mas rapida y se lleva a cabo por enzimas endogenas,
por lo que el IMP se encuentra en fases tempranas del almacén. La posterior

degradacion hasta hipoxantina es mas lenta y participan también enzimas microbianas.
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Figura 9. Ruta degradativa del ATP en el musculo de pescado.

Saito et al. (1959) desarrollaron el indice K, que proporciona una puntuacion de
frescura relativa, basada en los cambios autoliticos que se producen durante la
conservacion del pescado. Este indice mide la relacion entre la cantidad de inosina,
hipoxantina y el total de compuestos derivados de la degradacion de ATP. Cuanto mas
alto es el valor de K, menor es la frescura, y viceversa. La degradacién de nucledtidos
coincide con los cambios percibidos en la frescura pero no estd relacionada con la
actividad microbiana y el desarrollo de la oxidacidn lipidica, por lo que este indice tiene

importantes limitaciones en la determinacion de la calidad (Hughes & Jones, 1966).

1.3.1.3. Proteinas

Las enzimas proteoliticas distribuidas por los tejidos del pescado contribuyen a
la degradacion post mortem de los productos pesqueros durante su procesado y
conservacion (Ghaly et al., 2010). Como consecuencia de la autolisis de las proteinas
musculares, se produce un aumento en la concentracion de péptidos y aminoacidos
libres, lo cual favorece el crecimiento bacteriano y la produccién de aminas bidgenas.
Dentro de los lisosomas se encuentran las catepsinas que intervienen en el recambio de
proteinas del musculo del animal vivo, pero al ser liberadas en el fluido celular tras la
muerte, actlian, sobre las cadenas pesadas de actina y miosina. Las calpainas, presentes

en el citosol en animales vivos, degradan las linea Z y son mucho mas activas que las
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catepsinas a temperaturas bajas (Muramoto et al., 1989). Las colagenasas también
tienen un papel importante en el deterioro del pescado y su calidad, al producir el
deterioro de la miocomata, el tejido conectivo que separa los paquetes musculares o
miotomos (Caballero et al., 2009). Esto produce que el filete se separe por estas zonas e

incluso se aprecien hendiduras bajo la piel en el pez entero (Figura 10).

Figura 10. Secciones transversales de musculo de dorada a los 0 (a), 2 (b), 4
(c) y 7 (d) dias tras el sacrificio. Se puede observar la separacion de las
fibras musculares y posteriormente de los miotomos (Caballero et al., 2009).

Las proteinas, aunque menos sensibles que los lipidos, también se oxidan
durante los procesos de deterioro del pescado. Esta oxidacion ha sido poco tomada en
cuenta en alimentos que contienen el musculo del animal, pero se ha estudiado
ampliamente en modelos proteinicos. La oxidacién puede producir la polimerizacion de
las proteinas del musculo y su degradacion, produciendo una pérdida de su solubilidad y
funcionalidad que conlleva cambios en retencion de agua, textura y color (Estévez &

Cava, 2004).
1.3.1.4. Lipidos

El pescado contiene gran cantidad de enzimas capaces de hidrolizar diversas
clases lipidicas (triglicéridos, fosfolipidos, etc.) en acidos grasos libres. Estos acidos

grasos, aunque a priori no afectan al valor nutricional o sensorial, son mas reactivos,
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pudiendo interaccionar con proteinas u oxidarse mas facilmente. Debido a la alta
cantidad de PUFAs en el pescado y su facilidad para oxidarse (seccion 3.3.), el aumento
en la cantidad de 4cidos grasos libres tiene un efecto importante en la peroxidacion

lipidica y puede ser un buen indice de deterioro.

1.3.2. Cambios microbiologicos

La actividad microbiana tiene una gran importancia en el deterioro del pescado
durante su conservacion, siendo la principal causa de los cambios producidos durante
este proceso. El pescado tiene ciertas caracteristicas que lo hacen propicio para el
crecimiento de bacterias en comparacion con otros tipos de carne. Al ser animales
poiquilotermos son portadores de bacterias psicrofilas o psicotrofas, las cuales pueden
crecer en las condiciones de almacenamiento del pescado. El limitado descenso del pH
tras el sacrificio permite el crecimiento de bacterias sensibles a pH bajo como
Shewanella putrefaciens. Ademas, la alta disponibilidad de aminoacidos libres y
nucledtidos proporcionan un sustrato perfecto para el crecimiento bacteriano. Por
ultimo, otro factor importante es la presencia de OTMA, el cual actiia de aceptor de

electrones para bacterias anaerobias que lo transforman en TMA (Gram & Huss, 1996)

Tras la muerte del pez, las bacterias presentes en agallas, piel y tracto digestivo
empiezan a colonizar otros tejidos por la ausencia de sistema inmune. Las bacterias que
habitan en la superficie de la piel del pescado comienzan colonizando la base de las
escamas y terminan penetrando entre las fibras musculares (Huss, 1995). También a
través de los intestinos entran en el resto de visceras y en el musculo, y a través del
sistema muscular alcanzan drganos como el rifion y el sistema vascular (Fraser y Sumar,

1998, parte II).

Entre la flora bacteriana que se puede identificar en el pescado en conservacion,
es importante diferenciar entre la “flora del deterioro” y las “bacterias especificas del
deterioro”. El primer término describe el total de bacterias que podemos encontrar en un
pescado en proceso de deterioro o descomposicion, mientras que el segundo se refiere a
bacterias que producen olores y sabores desagradables, los cuales se relacionan con el
deterioro (Daalgard, 1995). En el pescado fresco, las bacterias especificas del deterioro

son una porcién minoritaria, la cual va creciendo hasta ser la gran mayoria de la flora
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bacteriana que encontramos a las 2-3 semanas de almacén. Los productos de su
metabolismo producen en gran parte los olores y sabores desagradables del pescado
deteriorado. Entre las principales bacterias del deterioro del pescado almacenado en
hielo se encuentran Shewanella putrefaciens y Pseudomonas spp (Huss, 1995). En cada
especie de pescado estas bacterias pueden ser diferentes y su identificaciéon no es

sencilla, por lo que la legislacion actual se basa en el recuento total de bacterias.

1.3.3. Susceptibilidad a la oxidacion

La oxidacion lipidica puede provocar cambios en el olor, el sabor y el color,
disminuyendo la aceptabilidad del producto, por lo que los alimentos que tienen una alta
proporcion de grasas o aceites suelen ser perecederos a corto plazo, como es el caso del
pescado. El pescado es uno de los alimentos mas susceptibles a la oxidacion, debido a la
cantidad y el tipo de lipidos que contiene. Entre los lipidos que encontramos en el filete
hay una alta proporcion de PUFAs y HUFAs, que son muy inestables frente a la
oxidacién, y ain mas cuanto mayor es la longitud de la cadena y el niimero de
instauraciones. Los productos liberados por esta oxidacion, ademas de aportar olor y
sabor a rancio, pueden afectar a otros componentes del pescado como las proteinas

musculares, uniéndose a ellas y modificando la textura del filete.

Los lipidos se oxidan mediante una reaccion autocatalitica en la que se generan
radicales libres (Figura 11). Esta comienza con la escision de un dtomo de hidrégeno de
la cadena acil, quedando un radical lipidico (L-) que es muy reactivo con el oxigeno y
forma rapidamente un radical peréxido (LOO-). Este radical puede a su vez escindir
otro hidrégeno de otra cadena acil produciendo un hidroperoxido y otro radical lipidico.
De esta manera la reaccion en cadena continlia hasta que un radical se inactiva por la
reaccion con otro o con un antioxidante. Los peroxidos producidos en esta reaccion son
insipidos por lo que el indice de perdxidos, que ha sido muy utilizado, no guarda
relacidon con la calidad sensorial (Huss, 1995). Los hidroperéxidos producidos siguen
dividiéndose hasta formar aldehidos, cetonas, alcoholes, pequefios 4cidos carboxilicos y
alcanos. Algunos aldehidos como el malondialdehido (MDA) se pueden determinar
facilmente y tienen mucha importancia en el control de la seguridad y calidad del
pescado. Ademas, estos compuestos reaccionan con proteinas y glucidos en la llamada

reaccion de Maillard, produciendo un descenso en el valor de la proteina y en la textura.
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Los iones metélicos o la presencia de la enzima lipooxigenasa pueden afectar a la
velocidad y cantidad de oxidacion lipidica en el filete. En las células vivas existe una
defensa enzimdtica frente a esta reacciéon, como es la glutation peroxidasa, pero al
producirse la muerte cesa su actividad por falta de sustratos. También existen
antioxidantes propios del pez (tocoferoles, ubiquinol, carotenoides y ascorbato). El
demostrado efecto de la adicién de antioxidantes en la dieta sobre la cantidad que
presenta el filete ha hecho de su administracion oral la principal causa para luchar
contra el deterioro del pescado, ademds de la implementacion de las técnicas

industriales de conservacion.

RH ——p R+ H: (1) Iniciacién
R +072 —» ROOQ (2) Propagacién
ROO + RH_X, ROOH+R:  (3)
R + ROD- — ROOR (4) Terminacion
ROO + RO® —p ROOR + 0z (5)
R -+ R- ——p R-R (6)

Figura 11. Proceso de autooxidacion de acidos grasos insaturados.

1.3.4. Métodos de evaluacién de la calidad del pescado

El término de calidad de un alimento puede abarcar aspectos como la apariencia,
la frescura, la seguridad microbiologica o la seguridad toxicoldgica. Por tanto la calidad
debe ser definida en cada producto y depende de las cualidades que esperamos
encontrar en el mismo. Los métodos de evaluacion del pescado estan basados en los
procesos de deterioro explicados con anterioridad y en las propiedades sensoriales, pues

son estas ultimas las que van a determinar la aceptabilidad por parte del consumidor.
1.3.4.1 Métodos fisicos

Una de las propiedades mas basicas del pescado que cambia con el tiempo es el
pH, siendo muy sencillo de medir mediante pHmetros intramusculares (Figura 12) o

mediante la homogenizacion de musculo en agua destilada.
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Va7

Figura 12. p netro intramuscular durante la realizacién de
medidas en dorada almacenada en hielo.

El descenso del pH puede aportar informacién acerca de la cantidad de acido
lactico acumulado. Este depende de la cantidad de glucégeno acumulado en el muasculo
y del método de sacrificio, y va a influir en el rigor mortis y en la calidad posterior del
pescado. Esta medida es mas util en mamiferos, donde el descenso es mucho mas
pronunciado (hasta pH 5 aproximadamente). En la mayoria de peces teledsteos incluida
la dorada, este descenso apenas llega a pH 6,5 durante las primeras horas, pudiendo

aumentar después por la actividad microbiana.

Otro método de evaluacion es la medida de la capacidad de retencion de agua
(CRA) del filete. El agua inmovilizada dentro del musculo aporta terneza y jugosidad,
atributos muy importantes y valorados por el consumidor. La desnaturalizacién y
degradacion de las proteinas es uno de los factores que propician la pérdida de CRA
quizas uno de los primeros. La mayor parte del agua inmovilizada se encuentra asociada
a proteinas y es dificilmente liberada incluso con presion. La pérdida de membranas
celulares y la propia estructura del musculo también influye en el descenso de este

indice.

La medida del color del filete es muy util para evaluar la calidad o monitorizar
su deterioro. Esta propiedad estd muy relacionada con la composicion del filete y la
presencia de sustancias coloreadas (carotenoides). También estd relacionada con

procesos del deterioro, como la desnaturalizacion de proteinas que produce un
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incremento de la luminosidad o el enranciamiento de las grasas que se traduce en un
aumento del componente amarillo del color (Ruff ez al., 2003; Hernandez et al., 2009;
Tuckey et al., 2012). La medida de este pardmetro se hace mediante un colorimetro que
aporta valores en el sistema CIELab. Este sistema fue recomendado por la Comisién
Internacional de la Iluminacion (CIE, 1978). Segtn este sistema el color esta definido
por tres parametros de forma tridimensional (Figura 13). El pardmetro L define la
luminosidad de la muestra, el parametro a* define el color en el eje rojo-verde y el

parametro b* define el color en el eje amarillo-azul.

|-\'\.,

b+ amarillo

a- verde
azulado |

a+ magenta

Figura 13. Sistema CIELab para la medida del color.
1.3.4.2. Métodos quimicos

Gran parte de los métodos quimicos de evaluacidon del pescado se basan en
productos de la oxidacion lipidica, ya que es el mecanismo principal de deterioro y de
produccion de atributos sensoriales indeseables. El valor de peroxidos (VP) es uno de
ellos y su andlisis es bastante simple. Sin embargo, la naturaleza transitoria de estos
compuestos (Kanner & Rosenthal, 1992) y la poca relaciéon con los parametros
sensoriales lo hacen poco util durante un almacenamiento prolongado. Existe otro
indice de la oxidacion lipidica que se basa en la abundancia de productos secundarios,
los TBARS (del inglés “Thiobarbituric Acid Reactive Substances”) entre los que el

MDA es el componente mayoritario. Tras la reaccion del MDA con el acido
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tiobarbitarico se forma una molécula cromoégena de color rosa, cuya abundancia se

puede medir mediante espectrofotometria (Figura 14).

TH Sy -OH HO N\ __SH
A _ A T I
2, /H 1 + g N NH_;]/ N ﬁ/N
HO™ N~ sH MDA H OH ) OH
Cromogeno
acido tiobarbiturico hmax =531 nm

Figura 14. Reaccion del acido tiobarbitirico con el MDA para formar el compuesto cromogeno.

Otro método de evaluacion de base quimica es el del nitrogeno basico volatil
total (NBVT), ampliamente utilizado y de sencilla ejecucion. Este método mide todos
los compuestos nitrogenados volatiles, incluyendo TMA, DMA, amoniaco y otros
compuestos nitrogenados bdasicos. Incluye productos producidos por deterioro
bacteriano (TMA) y por procesos autoliticos (DMA), pero en general se trata de un
indice del deterioro proteico. La produccidn de estos compuestos no se hace patente por
este método hasta que el pescado esta bastante deteriorado. Por tanto, su uso no es util
durante los primeros diez dias en bacalao refrigerado y otras especies (Rehbein &
Oehlenschlager, 1982), no mostrando cambios en dorada dentro de las dos primeras
semanas de almacenamiento en hielo (Alvarez ef al., 2012). En cefaldpodos su utilidad
en la medida de la calidad es mayor ya que estos animales producen mas cantidad de
bases volatiles y con mayor antelacion (Le Blanc & Gill, 1984). La determinacién del
amoniaco también ha sido utilizada par medir la calidad del pescado, pero al igual que
las bases volatiles de nitrogeno, se manifiesta cuando el pescado estd ya muy

deteriorado.

La determinacion de TMA, que se encuentra entre los compuestos medidos por
el NBVT, es un indice muy relacionado con el desarrollo bacteriano. Determinadas
bacterias anaerobias utilizan el OTMA como aceptor de electrones, transformandolo en
TMA. La escasa correlacion de este indice con el recuento de bacterias totales se ha
explicado por la distinta capacidad de cada especie bacteriana de producir TMA. De
aqui el término de “bacterias especificas del deterioro”, que son las que realmente

producen los efectos indeseables en el pescado aunque no sean el componente
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mayoritario de la poblacion bacteriana. Photobacterium phosphoreum es uno de estos
organismos, que genera entre 10 y 100 veces mas cantidad de TMA que otros
microorganismos (Daalgard, 1995). La utilizacion de este indice tiene la ventaja de que
reproduce el deterioro producido por bacterias mas que su presencia, que puede no
haber afectado aun al filete. Sin embargo es de aparicidn relativamente tardia y varia en

funcidén de la especie, por lo que se debe usar con precaucion.

La determinacion de aminas bidgenas (histamina, putrescina, cadaverina,
tiramina) y de catabolitos de nucleotidos como la hipoxantina, se utilizan mas como
indices de calidad higiénico-sanitaria que como indices de deterioro (Halasz et al,
1994). La aparicioén de episodios de intoxicacion por algunos de estos compuestos ha

llevado a su control exhaustivo en el mercado de productos pesqueros.

1.3.4.3. Métodos microbiologicos

Los métodos microbioldgicos de evaluacion del pescado nos proporcionan
informacion sobre la presencia de bacterias o microorganismos de importancia para la
salud publica y nos dan una imagen de la calidad higiénica del pescado durante su
manipulacidon y procesamiento. Los analisis de recuento en placa requieren tiempo y
personal capacitado, pero son bastante fiables y reproducibles, por lo que son el tipo de

analisis en que se basa la legislacion (BOE, 1991).

El recuento de viables totales (TVC) representa al nimero total de bacterias
capaces de formar una colonia (unidades formadoras de colonia —UFC-) a una
temperatura dada. Aunque es un parametro muy utilizado, dificilmente sera un buen
indicador del deterioro, teniendo en cuenta el papel de las “bacterias especificas del
deterioro y que no existe correlacion con la presencia de cualquier bacteria que afecte a
la salud publica. En cambio puede ser util para comparar el grado general de
contaminacion bacteriana o en nivel de higiene aplicado durante su manipulacién (Huss,
1995). El sustrato mas utilizado para los recuentos totales continda siendo el agar para
recuento en placa (ARP), del inglés “plate count agar” (PCA). Cominmente se realizan
dos tipos de recuentos totales: de mesofilos (30 °C; 72h) y de psicrofilos (15 °C, 5 dias).
El primero de ellos es irrelevante, segun algunos autores, para productos pesqueros

mantenidos a temperaturas de refrigeracion (Huss, 1995), sin embargo es el que se
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utiliza para determinar los limites de carga microbioldgica establecidos a nivel nacional
(Orden 2/8/1991, B.O.E. 15/8/91) e internacional (ICMSF, 1986). La normativa
espafiola establece también un valor méximo de enterobacterias, dado que estas son un
indicativo de las condiciones higiénicas del medio donde vivio el pez o fue sacrificado,
del manejo y del procesado del producto (Kostaki et al., 2009). Otras bacterias
peligrosas como Salmonella sp, Shigella sp o Staphylococcus aureus estan también
controladas por la regulacion espafiola. El recuento de bacterias especificas del deterioro
es una tarea dificil pues se debe estudiar su implicacion en el deterioro de la calidad del

pescado para cada especie.

1.3.4.4. Métodos sensoriales

El andlisis sensorial del pescado es de gran utilidad, debido a que revela
diferencias en caracteristicas sensoriales que sélo pueden ser medidas
significativamente por humanos. Existen instrumentos que pueden medir algunas de
ellas como por ejemplo los texturometros o la “nariz artificial” (Nanto et al., 1993),
pero a menudo producen peores resultados que un panel de jueces entrenados. La
capacidad de cada persona para discernir entre colores, olores y sabores varia mucho en
funcién del individuo, ademds de la homogeneidad de respuesta a los estimulos. Por
tanto, el entrenamiento y seleccion de jueces es imprescindible para una buena

valoracion sensorial.

1.3.4.4.1. Evaluacion en pescado fresco

La evaluacion sensorial en la industria pesquera ha sido siempre esencial a la
hora de determinar la frescura de los productos, siendo la apariencia externa, el olor y el
color caracteristicas muy importantes en el control de calidad (Olafsdottir et al., 2004).
En el caso del pescado de origen extractivo es dificil controlar con cierto grado de
repetibilidad la calidad inicial del producto, pero con el cultivo de peces la variabilidad

de la calidad del pescado fresco queda en gran medida reducida.

El primer método detallado para el andlisis sensorial en pescado fresco fue el
sistema Torry, desarrollado en Escocia por “Torry Research Station” (Shewan et al.,
1953), cuya idea fundamental era que cada parametro de calidad valorado fuera

independiente del resto. Posteriormente, el esquema fue modificado de forma que se
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asignaba una puntuacion a un amplio rango de caracteristicas. Actualmente, para el
pescado entero, la regulacion de la Comunidad Europea establece el sistema de
clasificacion de calidad de la UE, desarrollado por Howgate er al. (1992). Existen tres
niveles de calidad en el esquema UE: E (extra), A y B; donde E corresponde a la mayor
calidad y por debajo del nivel B el producto no es apto para el consumo humano. El
inconveniente de este método es que se basa en parametros generales, y no considera las

diferencias entre especies.

Algunas iniciativas han puesto en practica un nuevo método llamado Método del
indice de Calidad (QIM, por la nomenclatura inglesa de Quality Index Method). Este
método fue originalmente desarrollado por la “Tasmanian Food Research Unit” (TFRU)
(Bremner, 1985) y ha sido estandarizado ya para diversas especies (Jonsdottir, 1992;
Huidobro et al., 2000; Martinsdottir et al., 2001). Consiste en la valoracién de los
parametros sensoriales significativos del pescado crudo mediante un sistema de
puntuacién de grados deméritos. Las puntuaciones asignadas a cada caracteristica
sensorial se suman para obtener un unico valor que es el indice de calidad, de forma que
cuanto mayor es este indice, mayor es el grado de deterioro. Se establece por tanto una
relacion lineal entre la calidad sensorial y el tiempo de almacenamiento, que permite
predecir la vida util del producto, fijando una puntuacién maxima cuando el pescado es
rechazado por evaluacion sensorial o tras determinarse el tiempo mdaximo de

almacenamiento.

1.3.4.4.2. Evaluacion en pescado cocinado

El analisis sensorial es el examen de las propiedades organolépticas de un
producto realizable con los sentidos (UNE 87-001-94). En concreto en el control de
calidad de un producto pueden emplearse pruebas discriminativas y/o descriptivas
segun el objetivo que se persiga. En ambos tipos de pruebas es necesario disponer de un
panel de catadores entrenado seglin el objetivo del andlisis y el producto que se vaya a
evaluar. El andlisis discriminativo sirve para detectar si hay o no diferencias entre dos o
mas muestras. Son normalmente utilizados para determinar el efecto en la calidad del
producto de algtin tratamiento incorporado en la elaboracion o almacenamiento de las
materias primas. En el caso del analisis descriptivo, se pretende identificar cudles son

las diferencias y con que intensidad se producen (Ibafiez y Barcina, 2001), y pueden
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emplearse para valorar un solo atributo de textura, sabor o apariencia, o para realizar
una descripcidon completa del producto. Cuando se evaliia mas de un atributo, se elabora
un perfil sensorial del producto mediante la seleccion de los descriptores que seran
posteriormente cuantificados. Este tipo de andlisis es conocido como Anélisis
Descriptivo Cuantitativo (QDA, del inglés “Quantitative Descriptive Analysis”)

especificamente para este producto.

1.4. Las plantas aromatico-medicinales

Segiin Mufioz (1987), plantas medicinales son aquellas que producen los
llamados principios activos, sustancias que ejercen una accidn farmacoldgica,
beneficiosa o perjudicial, sobre un organismo vivo. Las plantas aromatico-medicinales
serian aquellas, dentro de las anteriores, cuyos principios activos estan constituidos,
principal o parcialmente por esencias o compuestos fendlicos. Las esencias suelen ser
compuestos terpénicos, formados por cadenas largas que tienen como base el isopreno.
Debido a que los isoprenos tienen muchas formas posibles de unirse, la variabilidad de
estos compuestos es muy alta y también sus actividades y propiedades.

La produccidn y el comercio de este tipo de plantas y sus productos mueven millones de
euros alrededor del mundo. En 1999 la venta de suplementos naturales supero los 15
billones de dolares, de los cuales 7 billones fueron en Europa (Raskin, 2002). En todo el
mundo se conocen aproximadamente 1.340 plantas como potenciales fuentes de

componentes antioxidantes y antimicrobianos (Gould, 1996).

1.4.1. Usos historicos

Las plantas medicinales se han utilizado practicamente desde los inicios de la
humanidad. Existen evidencias de su uso por parte de los neandertales con fines
médicos. El hombre las us6 inicialmente a imitacion de los animales, después
empiricamente y mas tarde de forma racional, conociendo sus propiedades terapéuticas
de forma progresiva. En papiros de hace més de 4000 afios ya se citan una serie de
drogas, como prepararlas y su cultivo. Griegos y romanos ya escribian catalogos de
plantas medicinales y la Biblia es un buen ejemplo de la constancia que hay de su uso
desde hace mas de 2000 afios. En cuanto a la destilacién de plantas aromaticas, se

practica en Asia desde hace milenios, pero en el Mediterraneo fueron los arabes los que
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la perfeccionaron durante la Edad Media, favoreciendo el desarrollo de la farmacia. En
el siglo XIII ya se vendian aceites esenciales, siendo el de romero uno de los primeros
aislados. En el siglo XV se conocian las esencias de almendras amargas, espliego,
canela, ginebra, rosa, salvia, lavanda y otras més. En el siglo XVII ya se habian aislado
practicamente todas las esencias de Europa y Oriente préximo. En el siglo XIX se
comenzaron a realizar analisis de las esencias y principios activos de vegetales. El
desarrollo del microscopio y la quimica analitica ayudaron a su estudio y al nacimiento
de la farmacoquimica. Los extractos y hojas de plantas aromaticas han sido utilizados
desde la antigiiedad con fines culinarios y medicinales pero en el siglo XX se han
descubierto gran cantidad de propiedades antes desconocidas o simplemente intuidas. A
partir de los estudios realizados por Chipault ef al. (1952, 1955), aument6 el interés y el
estudio de las propiedades antioxidantes, antimicrobianas y medicinales de los distintos
tipos de extractos de plantas, existiendo hoy en dia una amplia informacion acerca de

los compuestos existentes en ellos.

1.4.2. Principios activos y principales utilidades.

Algunos de los principales principios activos encontrados en plantas aromaticas
son los heterosidos, los alcaloides, los aceites esenciales, los terpenos, los taninos, los
flavonoides, algunas vitaminas y minerales. Los heterdsidos estan formados por un
glicido y un cuerpo activo no azucarado como es el caso de la isocutelarina 7-O-
glucosido del romero o el salicosido precursor de la aspirina. Los alcaloides son
compuestos nitrogenados de quimica compleja y de gran interés médico, algunos
ejemplos son la nicotina y la morfina. Los aceites esenciales son segregados por las
plantas mediante tricomas glandulares o canales y contienen gran cantidad de
compuestos, principalmente fendlicos. Los terpenos estdn entre estos compuestos y
estan formados por asociaciones de moléculas de isopreno (2-metil-1,3-butadieno), por
lo que son llamados también isoprenoides. Cuando los terpenos son modificados por
oxidacién o reorganizacion del esqueleto hidrocarbonato se llaman terpenoides. Los
principales compuestos activos del romero y del tomillo pertenecen a los isoprenoides,

como también las vitaminas A, E, y K.

Las plantas aromatico-medicinales tienen gran cantidad de utilidades de acuerdo

a los compuestos activos que poseen. Con el paso del tiempo el rango de aplicaciones se
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va ampliando y haciendo mas especifico, debido a la importante investigacion actual en
este campo. Actualmente se conocen una serie de aplicaciones y beneficios que se

resumen en la Figura 15.

Beneficios Medioambientales Beneficios Socioeconémicos
Proteccién del medio natural y defensa contra Agricultura de montana y explolaciones
la erosion. ntas med familiares.
Aprovechamiento de lierras marginales o e .m“::l.':.l.s Cultivos alternativos a los excedentarios
yermas. ondimenta Beneficios mutuos con la Apicultura
Recuperacion de lerrenos yesosos o salinos. m‘;ml. y “m:l::"' Industrias de primera lransformacion
Desarrolio de la Apicultura y dé ka Polinizacion Creacién de empleo y lijacion de mano de
de Plantlas Meliteras. obra rural.

Agricultura biologica: Plantas Biocidas

Aplicaciones industriales
Suministro de materia prima homogénea y selecta a las Industrias del Sector, para evitar o paliar su actual importacion

/S NN

I. Fitosanitaria |. Alimentaria I. Farmacéutica I, Perfumerco-cosmética I. Tintorera
Herbicidas Aditivos naturales Extraclos Colonias Galio
Insecticidas Saborizantes, colorantes Medicamentos Perfumes Azul
Fungicidas Antioxidantes y conservantes Med. de hemisintesis Cosméticos Verde
MNematicidas Dietética Herboristeria Lociones Amarillo
Acaricidas Licoreria Espe. Farm. Public Jabones Rosa
Helicidas Mutricion animal Homeopatia Dentifricos Rojo

Farm. Veterinaria Sales de bano Ocre

Beige

Figura 15. Beneficios y aplicaciones industriales de plantas con principios activos (Mufioz,
1987).

1.4.3. Plantas aromatico-medicinales en la Regién de Murcia

El Sureste Espafiol esta considerado uno de los territorios con mayor cantidad de
especies nativas de plantas aromaticas, destacando las provincias de Murcia y Almeria.
Esto se debe a su climatologia subdrida y a la gran diversidad de habitats. La compleja
orografia que rodea a la Region (Cordilleras Béticas) hace que el viento de poniente
llegue seco por el efecto Fohen, mientras que la proximidad del mediterraneo suaviza
las temperaturas en la costa pero hace que sean comunes las precipitaciones
torrenciales. Entre las plantas aromaticas de la Region las de mayor importancia social y
economica son las labiadas, por la gran cantidad de especies con interés industrial. Ya
en los afios 80-90 habia en la Regién de Murcia unas 2.500 hectéareas de cultivo de estas
plantas (Alcaraz et al., 1989) y en la actualidad se estd estudiando su diversificacion

tanto en cuanto a tipos de cultivo como en cuanto a aplicaciones industriales.
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1.4.3.1. Romero

Figura 16. Rosmarinus officinalis en fase de floracion.

El género Rosmarinus se encentra dentro de la familia de las labiadas y
comprende tres especies: Rosmarinus officinalis, Rosmarinus eryocalix y Rosmarinus
tomentosus. Su distribucion es circummediterranea, principalmente en el Mediterraneo
occidental, pero presente de forma natural en ciertos enclaves desde Crimea hasta las
islas Azores. También se puede encontrar creciendo salvaje en algunos puntos de
América central y Sudamérica. Su habitat fundamental son laderas soleadas de zonas
semiaridas en altitudes que van desde el nivel del mar hasta los 1500 metros (Font Quer,
1981). El romero se adapta muy bien a suelos pobres y forma parte de los matorrales
que aparecen en suelos secos de encinar y pinar, pero también en zonas degradadas por
la quema o la tala. Por tanto, esta planta juega un papel muy importante en la

recuperacion del bosque mediterraneo tras catastrofes ambientales.

Rosmarinus officinalis es la especie mas comun y utilizada, de hecho las otras
dos se encuentran entre las especies amenazadas de la lista roja de flora vascular y su
habitat reducido a zonas concretas del sureste ibérico y norte de Africa (Moreno, 2008).
Se trata de un arbusto perenne, con tallos erectos y que puede llegar a medir de forma
ocasional cerca de 2 metros (Figura 16). Sus hojas son simples, enteras, de lineares a
lanceoladas y revolutas. Estan cubiertas de tricomas, algunos de ellos glandulares y

principalmente en el envés (Figura 17). Sus flores se agrupan en inflorescencias y tienen
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la estructura tipica de las labiadas con céliz bilabiado y acampanado. La corola es de

color morado, violeta, azulado o blanco con manchas coloreadas (Morales, 2010).

Figura 17. Tricomas en hojas de
Rosmarinus officinalis: (A) tricoma
no glandular, bar = 100um; (B)
tricomas peltados, bar = 100 pm; (C)
tricomas capitados, bar = 1000 pm;
(Marin et al., 2006).

Aunque tradicionalmente su nombre fue interpretado como proveniente del latin
ros marinus o rocio marino, se ha propuesto que proviene del griego rophs myrinos o
arbusto aromatico lo cual describe mejor sus caracteristicas (Morales, 2010). Los
principales usos histdricos del romero han sido el aromatico, el medicinal y el culinario.
El romero ha estado relacionado con la religiéon, con el amor, el matrimonio, el
nacimiento y la muerte. En Inglaterra y Alemania se considera un simbolo de recuerdo y
todavia se utiliza en ramos de novia o en la cuna de los nifios recién nacidos para
protegerlos de energias negativas. También se usa tradicionalmente para proteger los
libros y la ropa de las polillas. Su utilizacion es generalizada en todo el mundo y esta
siendo estudiado en muchos campos de la ciencia médica y biologica por sus
propiedades beneficiosas. Cada vez se utiliza menos la recoleccion para abastecer el
mercado y son muchos los paises en que se cultiva, principalmente en Rusia, Inglaterra,
Francia, Espafia, Portugal, la peninsula balcénica, Tunez, China, Australia y, dentro de
los Estados Unidos, en el estado de California (Morales, 2010). Existen grandes

diferencias intraespecificas en el rendimiento y la calidad del aceite esencial del romero.
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Los factores intrinsecos, especialmente la herencia genética (Zaouali ef al, 2012.) y/o la
fase de desarrollo de la planta cuando se cosecha (Jordan ef al., 2013), ademas de los
factores extrinsecos, tales como condiciones de suelo y clima (Brewer et al., 2011)

explican este elevado grado de variabilidad en la calidad y potencia del aceite.

Histéricamente se han utilizado las hojas de la planta directamente o su aceite
esencial, obtenido mediante alambiques tradicionales. Sin embargo el aceite esencial
tiene muy bajas concentraciones de algunos conservantes muy activos que si se
presentan en la planta o en extractos metandlicos o acuosos. Algunos de estos
compuestos son carnosol, acido carnodsico, rosmanol, epirosmanol, isorosmanol,

rosmariquinona y acido rosmarinico (Figura 18).

OH cHg OH CHs
HO CH HO CH
~ o— “NCH3
HOOC CH3 =
H3C CH3 H3C CHs
1 2
OH
OcH3 cHs HOOJC\/O:
HO CH__ 0 OH
HOOC CH3
o)
HO
H3C CH3 OH
3 4

Figura 18. Compuestos fendlicos activos aislados de romero (Rosmarinus officinalis) mediante
extraccion con metanol; acido carnosico (1), carnosol (2), acido 12-O-metilcarnodsico, acido
rosmarinico (4), genkwanina (5) e isoescutellareina 7-O-glucésido (6) (del Bafio ef a/.,.2003).

36



Introduccion

Mediante la extraccion con metano, acetona o agua se pueden obtener los
principales diterpenos presentes en el romero. La extraccion con metanol produce un
extracto rico en acido carndsico y carnosol en proporcion 1:1, tras lo cual se puede
aumentar la concentracién de carnosol mediante sucesivas extracciones con acetona y
agua. Por otro lado, el extracto acuoso de romero es rico en acido rosmarinico e
isocutelarina 7-O-glucosido (del Bafio, 2003). Todos estos compuestos han demostrado
tener una gran actividad antioxidante, sobre todo el acido rosmarinico, el acido
carnosico y el carnosol. Ademas de esto se han descubierto recientemente otras
propiedades en estos compuestos: varios de ellos son anticancerigenos,
antiinflamatorios, immunoestimulantes y estimuladores del metabolismo lipidico,

pudiendo ser en un futuro promotores de farmacos naturales.

1.4.3.2 Tomillo

Las plantas conocidas en todo el mundo como “tomillos” corresponden al género
Thymus, uno de los ocho mas importantes en nimero de especies (215) dentro de la
familia de las labiadas. Se trata de plantas aromaticas que se han usado tradicionalmente
con fines medicinales y culinarios en casi todas partes del mundo. El género Thymus es
muy frecuente en la region mediterranea con unas 110 especies, formando comunidades
de matorral llamadas tomillares junto con otras plantas de los géneros Sideritis,

Satureja, Salvia o Lavandula.

Figura 19. Tricomas glandulares esféricos y no glandulares de
tomillo (www.sciencephoto.com)
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Existen dos grupos diferenciados: plantas rastreras a menudo con ramas
enraizantes como en los géneros Serpyllum o Hyphodromi o plantas arbustivas que son
las que aparecen en el sur y el sureste peninsular. Al igual que otras plantas aromaticas,
se caracterizan por tener tricomas glandulares (Figura 19) que contienen aceites

esenciales los cuales son liberados al romperlos y producen su olor caracteristico.

Los tomillos son plantas heliofilas que pueden vivir sobre rocas o suelos poco
evolucionados, pero sobre todo, deben ser suelos bien drenados. Debido a la gran
diversidad de especies dentro del género Thymus y su amplia distribucion, sus habitats
son muy variados. Los podemos encontrar desde zonas circumpolares en Groenlandia
con temperaturas por debajo de los 0°C durante gran parte del afio hasta zonas
subdesérticas con escasez de agua y temperaturas extremadamente altas. Las especies
encontradas en el Sureste peninsular tienen una gran resistencia a condiciones extremas
de temperaturas altas y precipitaciones escasas, en parte debido a sus pequefias hojas
aciculares densamente cubiertas de tricomas. La produccion de aceites esenciales puede
ser una estrategia adaptativa ya que la atmdsfera saturada producida por los compuestos

volatiles hace mas dificil la evaporacion de agua (Morales, 2002).

Podemos encontrar varias explicaciones sobre el origen del nombre “tomillo”.
Algunos autores sugieren que proviene del griego thyo (perfume), mientras que otros lo
achacan a la palabra griega thymos que significa coraje o fuerza. Para los griegos, el
tomillo era simbolo de gracia y elegancia, utilizaban la expresion de “oler como el
tomillo” como simbolo de placer. Los egipcios lo usaron para embalsamar a sus
difuntos y los soldados romanos tomaban bafios con tomillo para adquirir vigor. En la
edad media, los caballeros llevaban motivos de tomillo bordados en sus telas para darles
coraje antes del torneo de justas. Durante las grandes epidemias de peste en Europa, se
pensaba que el tomillo ofrecia cierta proteccion, por lo que se quemaban en el interior
de las estancias para limpiar el aire. El tomillo también estaba asociado con la muerte y
con la magia. En las tumbas de Gales se plantaba tomillo desde antiguo y existia la
creencia de que plantando un lecho de tomillo en el jardin se atraia a la hadas y era

posible verlas. Mas recientemente, en la I Guerra Mundial, se usaba como antiséptico y
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en la actualidad se utiliza en liquidos conservantes, sobre todo antifingicos para
preservar especies botanicas (Figueredo ef al., 2008)

En la Regiéon de Murcia se pueden encontrar dos especies de tomillo de cierto
valor econdmico, social e historico que han sido estudiadas durante la realizacion de
esta Tesis Doctoral: Thymus zygis subespecie gracilis (Figura 21) y Thymbra capitata
(Figura 22).

1.4.3.2.1. Thymus zygis subespecie gracilis.

El tomillo salsero (Thymus zygis) es abundante en la peninsula ibérica y
comprende tres subespecies. La subespecie gracilis, de gran interés en nuestra Region,
crece en el sureste de Espafia y norte de Africa, estando principalmente representado en
Andalucia oriental, Albacete y Murcia (Figura 20). Las otras dos subespecies también se
encuentran en Espafia pero en zonas diferentes. La subespecie sylvestris aparece en el
centro y oeste peninsular, mientras que la subespecie zygis aparece en la mitad norte.
Thymus zygis florece de mayo a julio y crece en zonas soleadas desde el nivel del mar
hasta 2.000 m.s.n.m., sobre todo tipo de sustrato, desde arenas hasta calizas, aunque

deben ser suelos muy bien drenados.

ssp. syivesiris ssp. graciiis

Figura 20: Distribucién geografica de las dos subespecies de Thymus zygis que abundan en el
sur de Espafia (Saez, 1995)

El tomillo rojo (Thymus zygis subsp. gracilis) es la especie de mayor valor
economico y la més comercializada en Espafia, destilindose para extraer su aceite

esencial o comercializandose como hoja para alimentacion. El aceite esencial de este
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tomillo tiene, por lo general, como componente mayoritario el timol y por eso es el
tomillo espafiol mas apreciado y cultivado. Existe otro quimiotipo con linalol como
componente mayoritario pero es menos abundante (Morales, 1986). Estudiando las
poblaciones del sureste peninsular, se ha demostrado que existen ciertas correlaciones
de la produccion de fenoles con caracteristicas bioclimdticas, favoreciendo su

produccidn las altitudes bajas y los climas célidos y secos (Saez, 1995).

Figura 21: Tomillo rojo (Thymus zygis subsp gracilis) en

floracion.

1.4.3.2.2. Thymbra capitata

Figura 22. Tomillo andaluz (Thymbra capitata) en floracion.

Esta especie de tomillo no pertenece al género Thymus sino al género Thymbra,

también dentro de la tribu Menthae. Tradicionalmente se ha incluido entre los tomillos y
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de hecho sus principales nombres comunes son tomillo andaluz, tomillo aceitunero o
tomillo cabezudo. También recibe en ocasiones el nombre de orégano espafiol, ya que
posee un alto contenido en carvacrol, como el orégano. Al igual que Thymus zygis, es
un arbusto pequefio con ramas erectas y lefiosas. Sus hojas son aciculares y glabras,
cubiertas de tricomas. Sus flores se encuentran en inflorescencias redondeadas y densas
caracteristicas de este tomillo. Tienen la forma basica de las flores de labiadas aunque
con 20-22 nervios, lo que la diferencia de la mayoria de especies de Thymus (Bayer ,

1989).

Crece por lo general en altitudes que van desde el nivel del mar hasta los 600m,
en laderas soleadas, frecuentemente en bosques de pinos, y se puede encontrar en el sur
de Espafia y de Italia, norte de Africa y otros paises calidos mediterraneos. Se pueden
identificar tres quimiotipos principales: timol, carvacrol y timol/carvacrol. EI mas
frecuente en el sur de Espafia y el mas estudiado es el quimiotipo carvacrol pero en otras
zonas del Mediterrdneo como el sur de Italia o en Oriente Proximo predomina el
quimiotipo timol. Miceli et al. (2006) estudiaron la composicidon de su aceite esencial
encontrando los tres quimiotipos pero siempre siendo la cantidad de monoterpenos
totales de un 78%. Varios autores han observado escasas diferencias en la composicion
del aceite esencial en funcidn del clima y de la edafologia del terreno, por lo que esta
especie parece ser menos dependiente que otras de las condiciones ambientales para la

produccidn del aceite esencial (Bakhi ez al., 2013).

1.5. Propiedades y aplicaciones de las plantas aromatico-medicinales en la

industria agroalimentaria.
1.5.1. Propiedades intrinsecas
1.5.1.1. Actividad antioxidante

De las propiedades que poseen los extractos y aceites esenciales de plantas
aromaticas, la capacidad antioxidante ha sido la mas estudiada. Se han realizado
numerosos estudios en los que se demuestra la actividad antioxidante del romero y del
tomillo (Chipault et al., 1952; Farag et al., 1989; Baratta et al., 1998; Zeng et al., 2001;
Saenz-Lopez et al., 2002).
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En el extracto de romero estan bien caracterizados los compuestos con actividad
antioxidante y se conocen varios procesos para su extraccion a partir de la planta
(Chang et al., 1977). Entre las moléculas descritas en el extracto de romero hay varios
diterpenos fenodlicos, destacando el acido carndsico y sus derivados el carnosol, el
rosmanol, el epirosmanol, el 7-metil-epirosmanol y el carnosato de metilo, mas
abundantes en la fraccion liposoluble. También se han descrito flavonoides como la
genkwanina, la hispidulina-O-glucésido, la crisimaritina, la luteolina y la isocutelarina
7-O-glucosido, y otros compuestos fendlicos como el acido cafeico y el acido
rosmarinico, este ultimo componente principal de la fraccion hidrosoluble (del Bafio et
al., 2003). Nakatani & Intani (1984) y Houlihan ef al. (1984, 1985) ya evidenciaron la
presencia en la oleorresina de romero de compuestos con una actividad antioxidante
hasta 4 veces superior al BHA y equiparable a la del BHT. En un estudio comparativo
con extractos comerciales, Cuvelier et al. (1996) demostraron que los compuestos mas

activos fueron el carnosol, el acido rosmarinico y el acido carnésico.

Para el estudio de la capacidad antioxidante de compuestos o extractos
complejos es importante tener en cuenta el medio en el que se lleva a cabo, ya que por
lo general los resultados no son extrapolables (Frankel, 1998). Wada & Fang, (1992),
estudiaron la actividad antioxidante de extracto de romero en aceite de sardina con o sin
a-tocoferol, observando que la mezcla de ambos tuvo una capacidad antioxidante
comparable al BHA y que tenian un efecto sinérgico. Posteriormente estudiaron el
efecto de estos extractos en aceite de sardina y sobre mioglobina y hemoglobina (Fang
& Wada 1993) atribuyendo al extracto de romero una fuerte capacidad protectora sobre

el a-tocoferol afiadido y el grupo “hemo” de las proteinas citadas.

La actividad antioxidante del aceite esencial de tomillo es comparable a la del a-
tocoferol y el BHT (Miguel er al., 2004). Muestra una gran capacidad para secuestrar
radicales libres e inhibe la oxidacién lipidica inducida por Fe™ (Bozin et al., 2006).
Aunque el aceite esencial al completo es mas efectivo que cualquiera de sus
componentes, se han estudiado sus compuestos activos por separado y se han ordenado
por capacidad antioxidante: timol > carvacrol > y-terpineno > mirceno > linalol > p-
cimeno > limoneno > 1,8-cineol > a-pineno. (Youdim ez al., 2002). Esta actividad

parece estar relacionada con la presencia de anillos aromaticos y el nimero y
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disposicion de los grupos hidroxilo. El timol y el carvacrol son isomeros que sélo

difieren en la disposicion del grupo -OH.

1.5.1.2. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana también juega un papel muy importante en la
conservacion de alimentos ya que, junto con la oxidacion lipidica, la proliferacion de
microorganismos es un proceso determinante del deterioro de los alimentos en
refrigeracion. Los aceites esenciales de plantas aromadticas tienen un gran potencial
como agentes antimicrobianos de uso alimentario. Ademas, su actividad antimicrobiana
puede ser aprovechada como conservantes de alimentos y como agentes profilacticos y
terapéuticos, alternativos a los antibidticos, en la produccion de animales para consumo
humano (Ivanovic et al., 2012). Existen gran cantidad de compuestos antimicrobianos
obtenidos a partir de plantas aromaticas, y se sigue una continua busqueda y estudio en
este sentido, siendo las labiadas objeto de muchos estudios. Entre ellas, el romero y el
tomillo contienen gran cantidad de estos compuestos cuya actividad se describe a

continuacion.

En cuanto a la actividad antimicrobiana del romero, el 1,8 cineol, el a-pineno y
el alcanfor son los compuestos mas activos. Davidson (1993) observd mayor actividad
de los compuestos polifenolicos no polares del romero sobre bacterias gram-positivas
que sobre las gram-negativas. Estos compuestos pueden actuar afectando a la membrana
celular, a su composicion en acidos grasos e incluso interactuar con proteinas de
membrana, causando cambios en su estructura y funcionalidad (Fung et al., 1977). La
actividad antimicrobiana del extracto completo de romero depende en gran medida del
método de extraccion, siendo la técnica de fluidos supercriticos la mas efectiva. Este
extracto tiene menor efectividad que el de tomillo y mayor que la salvia sobre varias

especies de la familia Enterobacteriaceae y del género Bacillus (Ivanovic et al., 2012).

El tomillo presenta una gran capacidad antimicrobiana, mayor que otros aceites
de plantas aromaticas como el romero o la salvia. El timol y el carvacrol parecen ser los
compuestos con mayor actividad antimicrobiana, actuando ademdas de forma sinérgica
(Ivanovic, 2012). La actividad de los aceites esenciales estd favorecida por factores

como bajo pH, baja temperatura y bajos niveles de oxigeno (Burt, 2004). En concreto,
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el timol y el carvacrol muestran un marcado caracter hidrofobico, por lo que se
acumulan en la membrana plasmatica de la célula bacteriana. De esta manera la
desestabilizan, provocando la salida de elementos intracelulares y el cambio en el
potencial de membrana, con el consiguiente deterioro y muerte de la bacteria (Shapiro
& Guggenheim, 1995). Los alcoholes presentes en el aceite esencial de tomillo como el
linalol también son activos frente a gran variedad de bacterias por su capacidad para

desnaturalizar proteinas (Rota et al., 2008).

1.5.2. Aplicaciones como conservante alimenticio mediante aplicacidon exdgena

La aplicacion de conservantes sobre los alimentos se viene usando desde antiguo
para poder disponer de ellos durante mayor tiempo y en mejores condiciones de calidad
sensorial y nutricional. La aplicacion de conservantes en los alimentos de forma
exdgena tiene como ventajas su rapidez, bajo coste y control de las cantidades que
llegan al consumidor. Dado que la funcion de los conservantes es mantener las
caracteristicas originales del alimento durante el mayor tiempo posible, en pescado se

utilizan con dos objetivos principales:

e Evitar la autolisis o transformaciéon de sus componentes principalmente
por oxidacion.

e Evitar el crecimiento bacteriano que produce cualidades indeseables.

Para evitar la oxidacién lipidica, importante causa de deterioro del pescado, se
utilizan de forma industrial antioxidantes sintéticos como el BHT, el BHA y otros
naturales como tocoferoles y acido ascorbico en el empaquetado. Estos ultimos
antioxidantes han demostrado una gran potencia en la inhibicién de la peroxidacioén
lipidica por el bloqueo de la propagacion en cadena, la inhibicidén de la descomposicion
de hidroperoxidos y la inactivacion de iones metalicos. Sin embargo, el BHT y el BHA
han demostrado cierta capacidad carcinogénica en estudios de larga duracién, o la
alteraciéon de la actividad de otros carcindgenos (Barlow, 1990). Es por ello que
actualmente hay una tendencia a limitar y reducir su uso. La Comision Europea
establecié unos niveles maximos permitidos mediante tres directivas en 1995,

atendiendo a los estudios realizados en animales (Ito et al., 1985)
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Para evitar el crecimiento bacteriano, se utilizan conservantes en principio
inocuos para el ser humano como son el benzoato sodico, el nitrito sddico, el sorbato
potasico y el lactato sddico. Sin embargo, la OMS establece unos limites aceptables de
consumo diario para algunos de estos compuestos de Smg/kg, por lo cual su seguridad a
dosis altas no estd comprobada (Vartiainen et al., 2003). La ventaja de conservantes
naturales, como pueden ser los aceites esenciales y los extractos de plantas aromaticas,
es que son compuestos presumiblemente seguros y tienen menos limitaciones legales en
su aplicacion. La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA) reconoce muchos aceites esenciales como ‘“generalmente reconocidos como
seguros” lo que autoriza para su uso en alimentos (Pokorny, 1991), mientras que
elimind de la lista ciertos antioxidantes sintéticos como el BHA (Shahidi, 1997).
Ademas, estan socialmente aceptados tanto por sus conocidas propiedades saludables,

CcOmo por su uso comun en la gastronomia tradicional.

1.5.2.1. Romero

El extracto de romero se ha estado estudiando desde hace décadas como aditivo
para mejorar la estabilidad oxidativa de los alimentos. Barbut et al. (1985) comprobaron
su actividad antioxidante en salchichas y después Stoick er al. (1991) lo hicieron en
filetes de vacuno. Wong et al., (1992) y Fernandez-Lopez et al. (2001) observaron una
inhibicién de la degradacion de hemopigmentos y la formacion de flavores indeseables.
Wong et al. (1995), Wada & Fang (1992) y Fang & Wada, (1993) estudiaron la
regeneracion del a-tocoferol por algunos de los componentes del romero pudiendo ser
utilizados como sustitutos del acido ascorbico para potenciar la estabilidad de la
vitamina E. En pollo se estudio la sustitucion de terbutil-hidroquinona (TBQH) por
oleorresina de romero en nuggets durante su almacén en refrigeracion y en congelacion,
obteniendo resultados comparables (Lai et al., 1991). En pavo cocinado al que se afiadi6
extracto hidrosoluble de romero se observd un efecto protector frente a la oxidacion

lipidica y a la pérdida de color durante su almacén (Yu et al., 2002).

También se ha estudiado su uso combinado con otros tratamientos en
empaquetados de carne al vacio. Ntzimani et al. (2010) utilizaron aceite esencial de
romero junto con EDTA vy lisozima en pollo semi-cocinado envasado al vacio. El

tratamiento conjunto alargd la vida Util en 7-8 dias basindose tanto en datos
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microbioldgicos como sensoriales. El aceite de romero produjo un cambio en olor y
sabor, pero fue aceptable y bien recibido por los panelistas. El aceite esencial de romero
también se ha utilizado en carne de pavo envasada al vacio, aumentando su vida util en

refrigeracion (2 °C) en 7-8 dias (Vasilatos et al., 2013).

La aplicacion exdgena del romero sobre pescado envasado se ha estudiado
también por muchos autores. Estos estudios se han basado en almacenar el pescado
fresco en congelacion y en refrigeracion o pescado cocinado de distintas formas,
estudiando también la proteccion del romero durante el propio proceso de cocinado.
Todos ellos han demostrado el efecto protector del extracto romero frente a la oxidacion
lipidica y la reduccion de varios indices de frescura. Vareltzis et al. (1997) afiadieron
extracto de romero a pescado fileteado o triturado y almacenado en congelacion durante
120 dias. Los cambios en el indice de TBARS y de bases volatiles mostraron una menor
oxidacidn en las muestras tratadas. Akhtar e al. (1998) realizaron un experimento con
filete de trucha arcoiris rociado superficialmente con oleorresina de romero, que ademas
habia sido alimentada con pienso suplementado con a-tocoferol. Se estudid el almacén
en refrigeracion y en congelacion. Las diferencias en los TBARS respecto al tratamiento
control demostraron que tanto el a-tocoferol en la dieta como la aplicacion externa de
oleorresina de romero mejoraban la estabilidad oxidativa de los lipidos. Giménez et al.
(2004) estudiaron el efecto del extracto de romero en pescado almacenado al vacio en
refrigeracidon, junto con otro aspecto importante, las condiciones de iluminacion. El
extracto de romero redujo de forma eficiente la oxidacion lipidica bajo cualquier tipo de
iluminacion (fluorescente o baja en ultravioleta), mientras que la actividad del 4cido

ascorbico se ve afectada por la luz fluorescente comun en supermercados.

El departamento de tecnologia del procesado de pescado de la Universidad de
Cukurova (Turquia) ha trabajado con el extracto de romero en distintos aspectos durante
los ultimos afios, realizando en conjunto una exhaustiva investigacion sobre su uso en el
procesado de pescado. En su primer trabajo en este aspecto (Ozogul et al., 2009)
estudiaron su efecto protector sobre los PUFAs de muestras de dorada cocinadas de
varias formas (asadas, fritas y gratinadas), demostrando una menor oxidacion durante el
almacén en muestras tratadas y la ausencia de deterioro mediante el recalentamiento en
horno convencional o microondas. Mas tarde estudiaron el efecto de distintas dosis de

extracto de romero sobre filetes de sardina almacenados en refrigeracion y al vacio, esta
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vez en un amplio rango de parametros sensoriales, bioquimicos y microbioldgicos
(Ozogul et al., 2010). Sus resultados mostraron una mejora de las caracteristicas
organolépticas con la adicion de un 1% de extracto de romero, mientras que los mejores
resultados bioquimicos se observaron con la dosis del 2%. Otro trabajo estudiando los
mismos parametros durante el almacén en congelacion de filetes de sardina (Ozogul et
al., 2011) mostro resultados similares, observando la mejor calidad sensorial con la
dosis del 1% ya que la dosis superior aportaba cierto sabor amargo. En varios estudios
similares con dorada realizados por el mismo grupo de investigaciéon observaron los
mismos efectos que en los trabajos anteriores durante su cocinado y su almacén (Tokur

y Ozyurt, 2010; Ozyurt et al., 2011).

También estudiaron la adicion de extracto de romero en el propio hielo que se
afiade al pescado durante su almacén (Ozyurt ef al., 2012), observando una mejora en la
calidad y seguridad del producto atendiendo a todo tipo de aspectos incluyendo la
creacion de aminas bidgenas. Con anterioridad, Quitral et al. (2009) habian probado
este sistema novedoso en jurel chileno con extracto de romero y extracto de orégano,
indicando una mejor conservacion mediante el analisis de indicadores del deterioro.
Otra aplicacion novedosa ha sido el uso conjunto de coberturas de chitosan y extracto de

romero (Li et al., 2012), alargando la vida util del producto en 8-10 dias.

También se ha estudiado el efecto de la aplicacion exogena del extracto de
romero en otras especies de agua dulce como el mangar (Luciobarbus esocinus) (Coban

y Ozpolat, 2012) o la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Peiretti et al., 2012)

Tras afios de investigacion se ha propuesto el uso de extracto de romero en
alimentos como conservante y, de hecho, ya esta regulado en la legislacion europea
como aditivo alimentario para productos ecologicos recibiendo el cdédico E392
(Reglamento Europeo 344/2011). Ademas, la termorresistencia que ha demostrado (Hall
et al., 1962) y su buena actividad a temperatura ambiente (Wang et al., 2011) lo hacen

muy apropiado para incluirlo en comidas preparadas incluso antes del cocinado.
1.5.2.2. Tomillo

El aceite esencial de tomillo también ha sido muy estudiado como conservante

en productos carnicos y pescado, aun asi la bibliografia al respecto es menos abundante
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que para el romero y su regulacién como aditivo a nivel europeo tambien. EI-Alim et al.
(1999) estudiaron el efecto del tomillo desecado y su extracto etandlico en carne de
pollo durante su almacén y cocinado observando una mejor conservacion durante el
almacén y la proteccion de los lipidos durante el cocinado. Tanabe er al. (2002)
compararon la actividad de 22 plantas o especias en carne de cerdo entre ellas el
tomillo, que redujo la oxidacidn lipidica medida en TBARS. Miralles et al. (2008)
realizaron un estudio en carne picada de vacuno, al que afiadieron aceite esencial de
tomillo y comprobaron un disminucién de la oxidaciéon en muestras suplementadas.
También se han probado algunas aplicaciones mas novedosas como la incorporacion de
aceite esencial de tomillo en recubrimientos comestibles de empanadillas de ternera

ejerciendo un efecto antimicrobiano (Emiroglu et al., 2010).

El efecto del aceite esencial de tomillo sobre la conservacion del pescado se ha
estudiado principalmente como aditivo durante su procesado o envasado. La mayor
parte de los estudios son de la ultima década y frecuentemente no explican los
componentes principales del aceite. Esto hace dificil extrapolar los datos de los estudios
dada la existencia de distintos quimiotipos dentro de cada especie que tienen aceites

esenciales con una composicion radicalmente distinta.

Harpaz et al., (2003) afiadieron aceite esencial de tomillo al 0,05% a lubinas
asiaticas (Lates calcarifer) almacenadas enteras, mejorando su conservacion en
términos bacterioldgicos y sensoriales. Mahmoud et al. (2004) estudiaron componentes
aislados de aceites esenciales ademas de algunas mezclas, observando en el timol y el
carvacrol la mayor actividad antimicrobiana y que la mezcla de ambos alargé la vida
util del filete de carpa en refrigeracion en 8 dias. Mas tarde, Goulas & Kontominas
(2007) estudiaron el efecto del aceite esencial de orégano en la calidad y vida util de la
dorada de una forma amplia atendiendo a aspectos bioquimicos y sensoriales. Las
propiedades del aceite esencial de orégano se pueden relacionar con las de los aceites
esenciales de tomillo de quimiotipo carvacrol, pues ambos comparten el mismo
compuesto mayoritario. Las muestras tratadas alargaron su vida util unos 5 dias en

refrigeracidon y atmosfera modificada, adquiriendo un sabor distinto pero agradable.

Selmi & Sadok (2008) aplicaron extracto de tomillo en atin (Thunnus thynnus)

envasado al vacio con lo que se mejord la conservacion del mismo en refrigeracion,
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mostrando menores valores de TBARS y un perfil de 4cidos grasos estable. En lubina se
estudio la combinacion de aceite esencial de tomillo con distintos tipos de atmdsfera
modificada y su aplicacion sobre muestras de lubina en almacenamiento de forma
aerobia (Kostaki ef al., 2009). En este ultimo formato incrementd su vida util en 3 dias,
igualando el efecto de un tipo de atmosfera modificada (40%C0O,/50%N,/10%0,). Esto
demuestra que el efecto de la aplicacion de aceite esencial de tomillo puede ser

equiparable a otras técnicas industriales ampliamente establecidas.

En dorada se estudio la aplicacion de extracto de tomillo en filetes almacenados
en hielo por Attouchi & Sadok (2010), observando menores valores de indicadores de
deterioro como NBVT, TMA y TBA y mejor capacidad de retencion de agua. Ademas
incrementd la vida 1til en unos 5 dias. Otros autores han realizado estudios similares
atendiendo a aspectos bioquimicos, microbiologicos y sensoriales en otras especies
(Erkan et al.; 2011; Algigek, 2011; Angis & Oguzhan, 2013). La menor efectividad de
los aceites esenciales a bajas temperaturas y bajas concentraciones de oxigeno lo hace,
posiblemente, menos Util que el romero para su uso en alimentos precocinados. Sin
embargo, en peces no parece haber investigacion en este sentido, como si existe en

modelos lipidicos o en otros animales (Murkovic ef al., 1998; Nieto ef al., 2011).

1.5.3. Aplicaciones como conservante alimenticio mediante aplicacion enddgena

La incorporaciéon de un compuesto con actividad antioxidante al pienso puede
tener una doble funcién, protegiendo, en primer lugar, a la propia grasa del pienso para
después, el compuesto activo o alguno de sus metabolitos, actuar sobre la carne del
animal. En acuicultura se utiliza desde hace tiempo la administracion oral de vitamina E
y carotenoides como precursores de la vitamina A, ya que han demostrado un efecto
mas completo y duradero que su aplicacion exodgena. En la actual tendencia de
desarrollar alimentos orgéanicos, naturales y seguros los extractos de plantas aromaticas
estan ganando importancia por su demostrada transmision al musculo y la consiguiente

actividad conservante en el mismo.

1.5.3.1. Romero

Se han realizado estudios mediante la suplementacion del alimento con romero

en varios tipos de animales terrestres. Lopez-Bote ef al. (1998) alimentaron pollos con
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dietas a las que afiadieron 500mg/kg de extracto de romero y observaron una mayor
estabilidad oxidativa en carne cruda o cocinada, tanto en refrigeracion como en
congelacién. En pavo se obtuvieron resultados similares con dosis de 5 y 10 g de
romero (Govaris et al., 2007), existiendo importantes diferencias en crecimiento
bacteriano. También se ha estudiado el efecto de la suplementacion de dietas de gallinas
con romero, sobre la estabilidad oxidativa de los huevos mostrando un efecto
beneficioso (Parpinello et al., 2006; Florou-Paneri ef al., 2006). En ternera, O’Grady et
al. (2006) suplementaron la dieta con una dosis de 1000 mg/animal/dia y no observaron
diferencias en cuanto a estabilidad oxidativa o propiedades sensoriales. Janz er al.
(2007) tampoco observaron diferencias significativas en cuanto a estabilidad oxidativa y
calidad sensorial al afiadir oleoresina de romero al 0,05%, proponiendo el uso de dosis
mayores. Mofiino et al. (2008), utilizaron hojas de romero tras su destilacion
(subproducto de la produccién industrial de aceite esencial) en un porcentaje del 10 y
20% de la dieta de cordero, lo que mejord la capacidad antioxidante de la carne de
acuerdo a indicadores como FRAP y DPPH. Nieto ef al. (2010a) utilizaron las mismas
dietas en cordero para luego medir indicadores del deterioro durante el almacén de la
carne. Tanto indicadores fisicoquimicos (TBARS y color) como sensoriales (menor
rancidez), asi como los recuentos microbianos indicaron una mejor conservacion
independientemente de la dosis aplicada. También se comprobd la capacidad de estas
dietas para mejorar la conservacion de carne precocinada y recalentada o carne en
atmoésfera modificada (Nieto et al., 2011, 2013). En cabra se ha observado que la
utilizacion de las dietas produce una transferencia de compuestos aromaticos,
principalmente diterpenos, a la carne y la leche del animal, mejorando su capacidad

antioxidante y produciendo un alimento mas saludable (Jordan ef al., 2007, 2010).

En peces se ha estudiado el efecto conservante del extracto de romero mediante
suplementacidn en la dieta en tres especies: pacu (Piaractus mesopotamicus), lubina y
dorada. Sant’ Ana & Mancini-Filho (2000) afiadieron 1,4 g/kg de extracto de romero a la
dieta de pacu, observando un cierto efecto protector frente a tratamientos con radiacién
gamma. En lubina se observo una mejora del indice de calidad (QIM) y un aumento de
un dia en su vida util al suplementar la dieta con 200 ppm de aceite de romero (Di Turi
et al., 2009) y en dorada se observo una mejora tanto en el indice de calidad como en

distintos indicadores fisicoquimicos del deterioro (Alvarez et al., 2012).
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1.5.3.2. Tomillo

El uso del tomillo como conservante endogeno o dietético ya se estudid por
Botsoglou et al. (1997) en huevos de gallinas alimentadas con dietas con tomillo,
estudiando la estabilidad oxidativa de los lipidos. Ademas de observar una menor
oxidacion propusieron un efecto sinérgico del timol, el componente mayoritario, con el
resto de compuestos presentes en el tomillo a partir de la actividad de algunos
compuestos por separado. El aceite esencial de tomillo en la dieta de pollo también ha
demostrado un efecto posterior en la carne en refrigeracion, reduciendo la oxidacion
lipidica en un periodo de 42 dias (Boliikkbasi er al., 2006). Nieto et al. (2010b)
suplementaron dietas para cordero con hojas de tomillo observando una mejoria en
todos los indicadores del deterioro durante un periodo de almacén de 21 dias. Los
mejores resultados se observaron en el grupo que se alimentd con la dosis mas alta
(7,5% de hojas de tomillo). También estudiaron el efecto de estas dietas en cordero
sobre la carne cocinada (Nieto ef al., 2011). Las hojas de tomillo destiladas, una vez
extraido el aceite esencial, han demostrado conservar compuestos con actividad
antioxidante al igual que sucede con el romero. La suplementacion de dietas de cordero
con un 10 y un 20% de estas hojas reduce la oxidacion y los recuentos microbianos en
la carne durante el almacén y mejoran ciertos aspectos como el color (CIELy) y

aspectos sensoriales (Nieto et al., 2012).

En peces también se ha estudiado la adicion de aceite esencial de tomillo, o
alguno de sus componentes, en el pienso de peces, principalmente como
inmunoestimulante o para mejorar ciertos aspectos fisiolégicos (Navarrete et al., 2010,
Ahmadifar et al., 2011; Giannenas et al., 2012; Volpatti et al., 2013; Yilmaz et
al.,2012). Sin embargo, su efecto como conservante en la calidad del producto mediante
la aplicacidon enddgena o dietética solo se ha estudiado de forma amplia en el estudio de
Alvarez et al., (2012). En este se utilizo aceite esencial de tomillo de dos especies
distintas (Thymus zygis subsp. gracilis —quimiotipo timol- y Thymbra capitata —
quimiotipo carvacrol-), el primero con un 55% de timol y el segundo con un 50% en
carvacrol. Los resultados mostraron una mejora de la capacidad antioxidante en el
musculo Gnicamente con el grupo al que se dio aceite quimiotipo timol, ademads este fue

el que mayor actividad antimicrobiana desarroll6. En conjunto, la adicidon del aceite
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esencial de tomillo rico en carvacrol aumentd la vida util en un dia y el aceite rico en

timol en dos dias.

1.5.4. Efectos sobre la fisiologia del animal.

En animales terrestres se ha estudiado ampliamente el uso de aceites esenciales y
extractos provenientes de plantas aromatico-medicinales como promotores del
crecimiento y de la salud de los mismos. Muchos de los resultados que aparecen en la
bibliografia son dificiles de interpretar, ya que se suele omitir informacion sobre la
composicion de los aceites esenciales y extractos utilizados. En algunos casos esta falta
de informacidn se debe a que los estudios son promovidos por la industria de aditivos

veterinarios que evita dar la composicidn exacta de sus productos.

El principal modo de accién de los aceites esenciales para promover el
crecimiento y la salud de animales parece ser la modulacion del ecosistema de la
microflora intestinal. También se han encontrado otros efectos en animales terrestres
que pueden proporcionar una mejor funcionalidad al intestino. Entre ellos estd la
reduccion de la produccion de toxinas bacterianas (Kroismayr et al., 2008), la
estimulacion de las secreciones digestivas, la mejora de la actividad de enzimas como la
tripsina o la amilasa (Lee et al., 2003, Jang et al., 2004, Platel & Srinivasan, 2004) y el
retraso del vaciado gastrico (Manzanilla ef al., 2004). La estimulacion de las
secreciones digestivas y el mucus se ha atribuido a la posible irritacion del epitelio
intestinal, como se ha observado en humanos (Franz et al., 2010). La cantidad de
trabajos publicados sobre el uso de aceites esenciales en el alimento de animales,
especialmente los que contienen timol y carvacrol entre sus componentes fendlicos ha
crecido exponencialmente en los Ultimos afios basdndose la mayoria de ellos en
parametros de produccidon. En modelos animales como ratén o conejo se han observado
gran cantidad de efectos fisiologicos de extracto de romero y aceites esenciales de
tomillo que pueden tener alguna repercusion en la produccién animal. Algunos de ellos
son un efecto antidiabético (Bakirel er al, 2008; Al-Jamal & Algadi, 2011),
hepatoprotectivo (Hoefler et al., 1987, Romo Vaquero et al., 2012), antiadipogénico
(Gaya et al, 2013) y antiinflamatorio (Nakhai ef al., 2006; Ocafia & Reglero, 2012)
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En cerdo se han observado mejoras en el crecimiento de hasta el 9%, lo cual es
comparable a los incrementos observados con antibidticos o probidticos que rondan un
4%. Ademas del tipo de aceite esencial, las condiciones de experimentacion parecen
tener un efecto importante en los resultados de crecimiento y aprovechamiento del
alimento. En estudios con cerdo se obtuvo un incremento del crecimiento del 23% en
condiciones de produccidon a gran escala, mientras que en otros trabajos con mayor

higiene se han observado peores resultados (Franz et al., 2010).

El uso de aceites esenciales de orégano, tomillo y mezclas comerciales, o
extractos como el de pimienta, ajo o romero en aves de corral se ha estudiado
ampliamente mostrando resultados contradictorios. En ocasiones no se han observado
cambios en el rendimiento de los animales, mientras que algunos autores, utilizando
extractos de ajo, tomillo o mezclas de aceites esenciales han observado una mejora del
rendimiento y cambios en el intestino en cuanto a su morfologia y su peso (Brenes,
2010). Alcicek et al. (2004) observaron una mejora en el crecimiento, la ingesta y el
indice de conversion en pollos alimentados con dietas que contenian aceite esencial de
romero, proponiéndolo como promotor del crecimiento. Cross et al., (2007) también
observaron una mayor ganancia de peso al suplementar la dieta con 1g/kg de aceite de
tomillo (10% de timol y 7% de carvacrol), sin embargo no observaron cambios en el
crecimiento al utilizar hojas de tomillo (10g/kg). Al utilizar extracto de tomillo en la
dieta a una concentracion de 5 g/kg en la dieta de pollos se observd un aumento de la
ganancia de peso mientras que con la dosis de 10 g/kg se observd un aumento del
colesterol HDL en sangre (Toghyani et al., 2013), pudiendo ejercer algin efecto en el
metabolismo lipidico. Ademas observaron un aumento del peso relativo del intestino
mayor con dosis altas. Otros autores han encontrado el efecto contrario en el intestino
de pollos al utilizar tomillo triturado (EI-Ghousein & Al-Beitawi, 2009). Por lo general
han mostrado mejor efecto los aceites esenciales que otros formatos y que los

compuestos activos por separado (Franz et al., 2010)

En peces, tras su demostrada utilidad como conservante exdgeno, se ha
estudiado el efecto de su inclusion en la dieta sobre distintos aspectos de rendimiento, la

inmunidad y el estatus antioxidante.
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Navarrete et al., (2010) afiadieron dosis crecientes (hasta 20 mg/kg) de aceite
esencial de tomillo a dietas de trucha arcoiris para estudiar su efecto sobre la microbiota
intestinal. Sin embargo el efecto fue nulo probablemente debido a las dosis

excesivamente bajas.

Ahmadifar ef al. (2011) alimentaron trucha arcoiris con dietas conteniendo un
extracto de timol-carvacrol en dosis crecientes (0, 1, 2 y 3 g/kg). Observaron un mejor
indice de conversion con las dosis de 2 y 3 g/kg y un aumento de linfocitos a dosis altas.
Ademas el contenido corporal en lipidos fue mayor a dosis bajas y el contenido en

proteina fue mayor con 3 g/kg de extracto.

Giannenas ef al. (2012) estudiaron el efecto de dos extractos, uno rico en timol y
otro rico en carvacrol, afiadidos a la dieta, en el rendimiento, la microbiota intestinal y el
estatus antioxidante de la trucha arcoiris. Ambos extractos mejoraron el indice de
conversion y redujeron los recuentos de anaerobios. La suplementacion de estos
extractos en la dieta aument¢ la actividad de enzimas con capacidad antioxidante y la de
varios parametros inmunoldgicos. Ademas, durante el almacén en refrigeracion, la
produccion de TBARS fue menor para los peces alimentados con las dietas

suplementadas con extractos.

Volpattiet al. (2013) estudiaron la capacidad inmunoestimulante del carvacrol en
lubina afiadiéndolo al pienso en cantidades de 250 mg/kg y 500 mg/kg. Aunque no
afectd al crecimiento, la utilizacion del alimento o la biometria, el carvacrol afectdo al
sistema inmune reduciendo inmunoglobulinas y la actividad de la lisozima pero
aumentando la fagocitosis y pinocitosis en macréfagos. Ademas de todo esto la
suplementacidon del pienso con carvacrol mejord la resistencia a la infeccidn por

Listonella (Vibrio) anguillarum.

Mediante la incorporacion de tomillo, romero y fenogreco al 1% en la dieta de
lubina (Yilmaz et al., 2012) se observo que el tomillo produjo ciertos cambios
fisiologicos. Mejord la eficiencia de la proteina, el porcentaje de proteina del musculo y
la eficiencia en la absorcién de energia y proteina. Posteriormente observaron una
reduccion de los indices viscerosomatico, hepatosomatico y de grasa mesentérica a la

vez que aumento el peso del rifion y de la vesicula biliar (Yilmaz et al. 2013).
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Justificacion y objetivos

Espafia es el Estado miembro de la Unién Europea con un volumen mayor de
produccion en acuicultura, con un 21,5% del total, aunque en valor de produccidon ocupa
el cuarto lugar con un 11,9% del total. En el 2012 la produccién de peces en Murcia
alcanzd un valor de 8.760 toneladas, ocupando la segunda posicidn a nivel nacional por
detras de la Comunidad Valenciana. Se trata por tanto de un sector de gran importancia
econdmica y en expansion. El engorde de dorada comenz6 en la Regién de Murcia en el
afio 1991 con una produccién de 5 toneladas y ha experimentado un gran crecimiento
alcanzando un maximo de 6.510 toneladas en 2009, que tras la crisis econémica y del
sector ha caido hasta las 3.880 toneladas en 2012. En el momento actual, la
sostenibilidad del sector pasa por mejorar la rentabilidad de las explotaciones y para ello
se necesita aumentar los ingresos tanto en cuanto a incremento de la produccién como al
precio de venta, siendo de capital importancia en ambos casos aumentar la confianza de

los consumidores a través de la calidad garantizada del producto.

Los peces son un alimento altamente nutritivo, ya que presentan un porcentaje
elevado de proteinas con un alto valor biologico para el ser humano. Los peces también
contienen micronutrientes tales como yodo, selenio y vitaminas liposolubles (A y D)
con efectos positivos en la salud humana. Ademas, son una fuente muy buena de 4cidos
grasos poliinsaturados (PUFAs) de los que son sobradamente conocidos sus efectos
beneficiosos. Son precisamente los contenidos en ciertos acidos grasos poliinsaturados
de la serie n-3 (20:5 n-3, acido -eicosapentaenoico-EPA, y 22:6 n-3, acido
docosahexaenoico-DHA) y el balance entre los acidos grasos n-3 y n-6 lo que hacen del
pescado un alimento altamente saludable. Una de las ventajas de la acuicultura frente a
la pesca extractiva es la posibilidad de controlar el producto y conseguir, mediante la
aplicacion de las nuevas tecnologias, una constante mejora en la calidad tanto desde el

punto de vista nutricional como sensorial.

El pescado es uno de los productos alimenticios mds perecedero debido a su
composicion quimica. Los fenomenos de autolisis tras la resolucion del rigor mortis y la
posterior degradacion bacteriana, asi como la peroxidacion de los lipidos provocan la
aparicion de olores y flavores extrafios, la alteracion del color y en general una
reduccion de la calidad sensorial del alimento. También se produce una disminucion de
su valor nutritivo y la generacién de compuestos potencialmente nocivos para la salud

que se han relacionado con el riesgo de padecer diversas patologias.
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El uso de antioxidantes es un camino efectivo para minimizar o prevenir la
oxidacion de los alimentos, retrasando la formacion de productos toxicos de la
oxidacion, manteniendo la calidad nutricional y prolongando la vida ttil. El creciente
interés por encontrar antioxidantes naturales para utilizar en los alimentos ha llevado a
la busqueda de extractos de plantas ricos en polifenoles y otros compuestos con
actividad antioxidante y antimicrobiana. Diversos estudios han demostrado que la
suplementacidn dietética de los animales con conservantes naturales es muy eficaz, pues
los compuestos activos son metabolizados y depositados convenientemente en las
estructuras tisulares. En la actualidad, se encuentran cada vez mas referencias
bibliograficas de estudios sobre alimentacion de animales terrestres con raciones
suplementadas con aditivos naturales que presentan actividad antioxidante, con el objeto
de mejorar las caracteristicas productivas de los animales e incluso para transmitir las
cualidades derivadas de dichos componentes a la carne, reduciendo la oxidacidon lipidica

y produciendo una mejora en la aptitud bromatoldgica y sanitaria del producto.

Los antioxidantes naturales tienen un gran impacto en la seguridad y en la
aceptacion de un alimento. No so6lo consiguen que el alimento sea mas estable frente a
la oxidacion, sino que ademas pueden controlar de forma efectiva el crecimiento
bacteriano. Al aumentar los niveles endogenos de antioxidantes a través del consumo
por parte de los animales de dietas suplementadas, se estdn consiguiendo productos que
el consumidor acepta de buen grado. Aun es necesario definir las combinaciones
optimas y los niveles minimos en la dieta de estos compuestos necesarios para obtener

la mayor estabilidad en el producto resultante.

Junto a lo anteriormente expuesto, el Sureste Ibérico tiene como caracteristica
muy significativa el poseer la flora espontdnea mas rica en plantas aromaticas de
Europa. Esta realidad ha propiciado el asentamiento en la Region de Murcia de una
importante industria transformadora y exportadora de plantas aromatico-medicinales.
Romero y tomillo son las especies mdas explotadas, destinando su uso fundamentalmente
a la extraccion de sus aceites esenciales y extractos antioxidantes. En relacién al
tomillo, es de destacar que la importancia econdmica del género Thymus radica tanto en
su aceite esencial como en la produccidon de hoja seca, siendo Espaiia el productor del
90% de aceite esencial de tomillo que se comercializa en todo el mundo. EI romero se

ha utilizado histéricamente para la obtencion de su aceite esencial en alambiques
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tradicionales, pero este aceite esencial es pobre en algunos de los compuestos que
mayor actividad antioxidante han demostrado en las ultimas décadas como son el acido
carnosico, el carnosol y el dcido rosmarinico. Actualmente se comercializan extractos
que son ricos en acido carndsico y carnosol y que han demostrado un amplio rango de

aplicaciones.

En base a todo ello, el objetivo principal que se planteé en la presente Tesis
Doctoral fue estudiar la incorporacion de compuestos naturales en el pienso de dorada,
como estrategia para incrementar la estabilidad oxidativa del pienso y posiblemente la

del pescado.

Los objetivos parciales de la presente Tesis Doctoral fueron los siguientes:

1. Valorar la efectividad de la incorporacién de conservantes naturales en el
pienso para peces evaluando su capacidad antioxidante, tanto en el proceso de

elaboracion como durante su almacén.

2. Determinar la dosis dptima de conservantes naturales ricos en componentes
fenolicos a afiadir al pienso para conseguir los mejores parametros de calidad

en el musculo del pescado, tanto fisicoquimicos como sensoriales.

3. Describir la evolucién del deterioro tras el sacrificio de las doradas
alimentadas con los diferentes piensos durante el almacenamiento en hielo

hasta su consumo, en funcidn del conservante utilizado y su dosis.

4. Estudiar los efectos de la incorporacién de conservantes naturales en la
fisiologia de la dorada, y su influencia sobre el metabolismo y la

funcionalidad del sistema digestivo.
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Plan Experimental

Todos los experimentos de la presente Tesis Doctoral se llevaron a cabo en la
Estacion Experimental de Cultivos Marinos del IMIDA en San Pedro del Pinatar. Los
analisis se realizaron en los laboratorios del IMIDA y se complementaron con dos

estancias de un mes en el IUSA de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.

El primer experimento (Publicacion I) se llevd a cabo simulando las condiciones
industriales tanto en la produccion como en el almacén de piensos para peces. Se
prepararon cinco piensos diferentes, un pienso basal o control negativo, un pienso con
un antioxidante sintético (butil-hidroxitolueno, 200 mg/kg) o control positivo y tres con
los siguientes conservantes naturales afiadidos: extracto de romero, Rosmarinus
officinalis (600 mg/kg), aceite esencial de tomillo, Thymbra capitata -quimiotipo
carvacrol- (500 mg/kg), aceite esencial de tomillo, Thymus zygis subsp. gracilis -
quimiotipo timol- (500 mg/kg). Se elaboraron dos lotes de cada uno de los piensos en
las mismas condiciones. Estas dietas fueron formuladas de acuerdo a los estandares
comerciales para dorada. Los compuestos aromaticos fueron disueltos en el aceite de
pescado antes de mezclar éste con el resto de ingredientes. Las dietas fueron fabricadas
usando una extrusora semi-industrial (E 19/25 D, Brabender®) y se desecaron en una
estufa con ventilacion forzada. Se almacenaron 5 kg de cada pienso extruido y seco en
bolsas cerradas y protegidas de la luz, dos lotes en refrigeracion (4 = 1°C) y dos lotes a
temperatura ambiente. Se tomaron muestras de la masa cruda, del pienso recién extruido
y del pienso seco. Durante el almacén se extrajeron muestras a las 4, 8, 12 y 24
semanas. En todas las muestras se determinaron los TBARS y los TBARS inducidos.

OXIDACION SUSCEPTIBILIDAD

INCLUSION DE CONSERVANTES NATURALES M =
LIPIDICA A LA OXIDACION

Butil-hidroxitolueno - 200mg/kg
Extracto de romero - 600mg/kg
AE tomillo (timol)— 500 mg/kg

AE tomillo (carvacrol)— 500 mg/kg

Amasado TBARS-i
Elaboracion o -
: Extrusion TBARS-i

del pienso

TBARS-i
TBARS-i

Refrigeracion TBARS-i

Almacén del
= -
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El segundo experimento (Publicacidn II) tuvo el objetivo de evaluar el efecto del
extracto de romero incorporado a la dieta, sobre la calidad final y durante la
conservacion de la dorada. En €l se utilizaron peces con un peso medio inicial de 214 g,
siendo probada cada dieta por triplicado. Los peces fueron alimentados con cinco dietas
experimentales: una dieta control (dieta basal) y cuatro dietas a las que se les incorpor6
600, 1200, 1800 y 2400 mg kg™, respectivamente, de extracto de romero (Rosmarinus
officinalis). Aproximadamente cada mes se pesaron y se midieron todos los individuos,
y la ingesta fue controlada diariamente. El experimento se llevo a cabo a lo largo de 12
semanas, hasta que los peces alcanzaron talla comercial (356 + 37). Entonces se calculd
la tasa de crecimiento relativo, la tasa de alimentacion relativa y el indice de conversion

de alimento.

Al final del experimento se sacrificaron 16 peces de cada grupo experimental
mediante hipotermia. Los peces fueron almacenados en refrigeracion a 4+1°C durante 0,
7, 14 y 21 dias en cajas de poliestireno cubiertos con hielo en escamas. La ratio
hielo/peces (1:1) fue mantenida constante a lo largo de todo el periodo de
almacenamiento. En cada punto de muestreo se sacaron cuatro peces para su procesado
y analisis En primer lugar se llevo a cabo la evaluacion sensorial de frescura y después
los peces fueron fileteados. Los parametros fisicoquimicos se determinaron en el filete
izquierdo (color, CRA, TBARS, NBVT, TMA) y los analisis microbiologicos se

realizaron en el filete derecho.

INCLUSION DE

EXTRACTO DE
ROMERO EN LA DIETA

0, 600, 1200, 1800, 2400 mg/kg
|

12 SEMANAS DE
ENGORDE

EFECTO SOBRE LA VIDA UTIL

16x15 peces
214g—356g

ALMACENEN 8
HIELO DURANTE :R:r RENDIMIENTO
21 DIAS ] SGR
- TBARS SFR
- NBVT FCR
-TMA

- Analisis microbiolégicos

- Analisis sensorial (QIM)
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El tercer experimento (Publicacion III) consistid en evaluar el efecto del aceite
esencial de tomillo Thymus zygis subespecie gracilis -quimiotipo timol-, incorporado a
la dieta, sobre la calidad final y durante la conservacion de la dorada en refrigeracion.
Se selecciond este aceite esencial en base a los resultados obtenidos por Alvarez ef al.
(2012), quienes observaron un mejor efecto conservante que el quimiotipo carvacrol.
Para ello se utilizaron peces con un peso medio inicial de 232 g, siendo probada cada
dieta por triplicado. Los peces fueron alimentados con cinco dietas experimentales: una
dieta control y cuatro dietas a las que se les incorporé 500, 1000, 1500 y 2000 mg kg™
de aceite esencial de tomillo, respectivamente. Aproximadamente cada mes se pesaron y
se midieron todos los individuos, y la ingesta fue controlada diariamente. El
experimento se llevo a cabo a lo largo de 12 semanas, hasta que los peces alcanzaron
talla comercial (449.3 g). Se calcularon los indices de crecimiento y aprovechamiento

del alimento al igual que en el experimento anterior.

Al final del experimento se sacrificaron 16 peces de cada grupo experimental
mediante hipotermia. Los peces fueron almacenados en refrigeracion a 4+£1°C durante 0,
7, 14 y 21 dias en cajas de poliestireno cubiertos con hielo en escamas. La ratio
hielo/peces (1:1) fue mantenida constante a lo largo de todo el periodo de
almacenamiento. En cada punto de muestreo se sacaron cuatro peces para su procesado
y analisis. En primer lugar se llevé a cabo la evaluacion sensorial de frescura y después
los peces fueron fileteados. Los parametros fisicoquimicos se determinaron en el filete
izquierdo (color, TBARS, NBVT) y los andlisis microbioldgicos se realizaron en el

filete derecho.

INCLUSION DE ACEITE

ESENCIAL DE TOMILLO
EN LA DIETA
0, 500, 1000, 1500, 2000 mg/kg
|
12 SEMANAS DE
ENGORDE 11x15 peces

I 232g->449g

EFECTO SOBRE LA VIDA UTIL

ALMACEN EN HIELO Zeeitls
DURANTE 21 DIAS [RS8
- NBVT

- Analisis microbioldgicos

RENDIMIENTO

- Analisis sensorial (QIM)
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El cuarto experimento (Anexo I) se llevo a cabo a partir de peces engordados
junto a los pertenecientes al segundo experimento y en las mismas condiciones. Se
sacrificaron 6 peces por tratamiento a las 4, 8 y 12 semanas del inicio del periodo de
engorde mediante sobredosis de 2-fenoxi-etanol. De ellos se obtuvo plasma sanguineo y
se diseccionaron los higados e intestinos de cada pez para su analisis histologico. En las
laminas de intestino se evaluaron la cantidad y tamafio de agregados linfocitarios, la
cantidad de granulocitos y el engrosamiento de la ldmina propia. En las laminas de
higado se evalu6 la infiltracion de grasa peripancredtica, la estructura del parénquima
hepatico y el desplazamiento del nticleo de los hepatocitos. Se tomaron microfotografias
tanto de higado como de intestino. Las microfotografias de higado (100X) se utilizaron
para medir, en hepatocitos elegidos al azar, el area y el desplazamiento del ntcleo. En
total se tomaron 198 medidas de cada parametro por dieta y dia. En cada muestra de
plasma se determinaron glucosa, triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL, fosfatasa alcalina (ALP), alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato

aminotransferasa (AST).

INCLUSION DE

EXTRACTO DE
ROMERO EN LA DIETA

0, 600, 1200, 1800, 2400 mg/kg

12 SEMANAS DE
ENGORDE

16x15 peces Glucosa
| 214g—356g Proteinas

Triglicéridos

Colesterol
HDL-C

BIOQUIMICA
e RENDIMIENTO SANGUINEA DalBe
ALP

Higado
ALT

- Areahepatocitos

- Desplazamiento AST
nucleo

68



Plan Experimental

El quinto experimento (Anexo II) se realizo con dosis crecientes de aceite
esencial de tomillo Thymus zygis subespecie gracilis, al igual que el segundo. En este
caso se utilizaron dosis mas altas en funcion de bibliografia existente sobre
suplementacidon de timol en dietas para peces (Ahmadifar ef al., 2011) y teniendo en

cuenta los resultados del segundo experimento.

Se utilizaron doradas con un peso inicial de 55,1 g. El experimento se llevo a cabo a lo
largo de 12 semanas y fueron alimentados con cinco dietas experimentales (por
triplicado): una dieta control (dieta basal) y cuatro dietas con 1000, 2000, 3000 y 4000
mg kg™ de aceite esencial de tomillo, respectivamente. A partir de los datos de peso e
ingesta se calcularon los indices de crecimiento y aprovechamiento del alimento. Al
final del periodo de engorde se sacrificaron 9 peces de cada tanque, de los cuales 3
fueron triturados enteros para la determinacion de macronutrientes y los 6 restantes
fueron diseccionados. De ellos se extrajo el higado, el intestino y la grasa mesentérica,
que fueron pesados por separado. Con el peso de estos organos se calcularon indices
somaticos y los intestinos fueron procesados para su analisis histolégico. En ellos se
evaluaron la cantidad de agregados linfocitarios, de granulocitos y el engrosamiento de
la l[dmina propia mediante un sistema de puntuacidon histoldgica. El ultimo mes de
engorde se suplementaron las dietas con 1g kg™ de 6xido de itrio. Las heces fueron

recolectadas durante 30 dias, 4 dias a la semana. De esta forma se pudieron calcular los

coeficientes de digestibilidad aparente (ADC) para materia seca (ADCpy), proteina
(ADCp), grasa (ADCr) y MELN (ADCngg).
INCLUSION DE ACEITE ESENCIAL

DE TOMILLO EN LA DIETA
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Discusion

2.3.1. Efectividad de conservantes naturales incorporados al pienso para peces en
la proteccion frente a la oxidacion lipidica durante la elaboracion y el

almacenamiento del mismo.

El primer aspecto estudiado en la presente Tesis Doctoral ha sido el efecto de la
incorporacion de conservantes naturales sobre el propio pienso, durante su elaboracion y
su almacén. Esto es fundamental para el posterior estudio de su actividad sobre el pez,
ya que los compuestos aromadticos tienen cierta sensibilidad a temperaturas y
concentraciones de oxigeno altas y podrian degradarse parcial o totalmente antes de
llegar al pez. En otros compuestos antioxidantes como acido ascdrbico, vitamina E y
carotenoides ya se habia constatado su degradacion durante el procesado y el almacén
del pienso (Sandnes & Utne, 1982; Hung et al., 1980; Gouveia et al., 2003), sin
embargo, existen pocos trabajos acerca del deterioro de compuestos aromaticos
naturales en el pienso. Unicamente Hamre er al. (2010) estudiaron antioxidantes
naturales en el pienso para peces durante la elaboracion y la posterior conservacion en
congelacién, entre ellos un extracto de romero comercial. En nuestro caso hemos
utilizado temperaturas mas relacionadas con las condiciones que se dan en una granja
acuicola, pues el almacén del pienso en congelacion queda muy lejos de las
posibilidades actuales de la acuicultura mediterranea. De hecho, las empresas de
acuicultura que utilizan pienso extruido suelen almacenarlo en naves cercanas al puerto,
convenientemente ventiladas pero sin refrigeracion (Rubio, 2004). Por tanto, utilizamos
dos temperaturas: temperatura ambiente (20-28 °C), con el fin de simular Ias
condiciones industriales, y refrigeracion (4°C), como condiciones Optimas aunque

improbables en el sector acuicola.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio sugieren que el sistema de almacén
actual, al menos durante 6 meses es apropiado, ya que no observamos un nivel alto de
oxidacion en ningln caso. El almacén del pienso en su envoltura hermética y protegido
de la luz permite que se conserve en condiciones aceptables en cuanto a oxidacién
lipidica. Ademas, el periodo de almacén estudiado es superior al tiempo que se suele
almacenar el pienso en una empresa acuicola. Aun asi, la ausencia de oxidacion lipidica
es crucial para la posterior calidad del pescado (Zhong et al., 2008) y también para su
crecimiento y su salud (Obach & Laurencin, 1992; Alves et al., 2007; Lall & Lewis

McCrea, 2007). Existe la posibilidad de sustituir los antioxidantes artificiales por
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antioxidantes naturales mas seguros y aceptados socialmente. Ademas, este tipo de
utilizacion puede tener la doble funcién de incorporar un compuesto con actividad
antioxidante al pienso, protegiéndolo, para después, el compuesto activo o alguno de sus
metabolitos, actuar sobre la carne del pez. Los aceites y extractos de plantas aromaticas
han demostrado ejercer un efecto protector sobre ciertas vitaminas que se incluyen en el
pienso mediante estudios de conservacion en otras matrices (Wang & Fang, 1992; Fang
& Wada, 1993; Wong et al., 1995), proponiéndose el extracto de romero como sustituto
del acido ascorbico en la potenciacion de la actividad de la vitamina E. Por tanto, la
adicion de conservantes naturales al pienso podria mejorar, ademas, la funcionalidad de

las vitaminas en el pienso.

El estudio de la actividad de los compuestos activos en el pienso antes y después
de la extrusion permitié observar una variacion durante el proceso, que se dio de
diferente forma en funcion del conservante afiadido. Ademas la pérdida de estos
compuestos activos estuvo inversamente relacionada con su potencia en la proteccion de
los lipidos del pienso. Esta relacion entre la actividad de un antioxidante y su
inestabilidad es comun, ya que desempeifian su actividad oxidandose y modificandose a
si mismos. En algunos casos se han estudiado las vias de oxidacidn de estos compuestos
y el efecto de la proporcién de cada uno en el extracto o el aceite esencial en la
actividad antioxidante del mismo (Zhang et al., 2012; Jordan et al., 2014). Las
complejas relaciones encontradas y el efecto protector que ejercen unos compuestos
sobre otros —como es el caso del carnosol sobre el acido carndsico-, demuestran la
importancia de estudiar las cantidades de cada uno de los compuestos en el extracto o

aceite esencial y su evolucion durante el desarrollo de su actividad antioxidante.

La oxidacion lipidica no fue importante durante el periodo de almacén, no
encontrandose diferencias entre tratamientos. Sin embargo, la susceptibilidad a la
oxidacién si fue diferente en funcion del conservante afiadido y, a temperatura
ambiente, aumentd de forma importante entre las semanas 12 y 24 (Figura 1). El
extracto de romero ejercid una actividad antioxidante en los lipidos del pienso similar al
butil-hidroxitolueno (BHT) a ambas temperaturas, por lo que podria ser un buen
sustituto de este antioxidante sintético que, ademads, tiene demostrados efectos
perjudiciales para la salud (Imaida et al., 1984; Ito et al., 1985; Barlow, 1990; Chen et

al., 1992). Ambos aceites esenciales de tomillo tuvieron importantes diferencias frente
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al extracto de romero y al BHT en su actividad en funcidon de la temperatura. Ya se
conocia la mejor actividad antimicrobiana de los aceites esenciales a bajas temperaturas
(Burt, 2004) y este experimento demostrd, en los aceites esenciales y la matriz

estudiados, que la mejor actividad antioxidante también se da a bajas temperaturas.
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Figura 1. . Evolucién de los TBARS-i (mg MDA/kg) en piensos extruidos con distintos
conservantes afiadidos durante su almacén en refrigeracion (a) y a temperatura ambiente (b).

En este experimento también pudimos observar cambios que podrian indicar el
desarrollo de la reaccion de Maillard, también llamada glucosilacion no enzimatica de
proteinas y muy tenida en cuenta en el estudio de alimentos y piensos extruidos (Singh
et al., 2007). Esta tiene lugar al reaccionar los grupos amino de la proteina con el grupo
carbonilo de azucares reductores, generandose compuestos aromaticos con capacidad
antioxidante (Osada & Shibamoto, 2006). Sin embargo se pierden determinados
aminoacidos, por lo que se reduce el valor bioldgico de la proteina y, en definitiva, la

calidad nutritiva del alimento. En nuestro caso, durante el proceso de secado se observo
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cierta mejora de la estabilidad de los lipidos, posiblemente propiciada por estos
compuestos, y un descenso en los TBARS. El descenso en TBARS (equivalentes de
malondialdehido) podria deberse a la alta reactividad de este Gltimo con los productos

de la reaccidon de Maillard (Gomez Sanchez ef al., 1992).

La extrusion y posterior secado de alimentos se lleva a cabo en unas condiciones

que propician el desarrollo de esta reaccion (Nursten, 2005), algunas de ellas son:

¢ pH ligeramente alcalino, con un méximo a pH 10.

e Temperaturas elevadas, aunque la energia de activacion es baja y se da incluso
en refrigeracion.

o Actividad de agua entre 0,6 y 0,9 (humedad intermedia) que permita la
movilidad de los reactantes pero evite el efecto inhibitorio del agua por ser

producto de la reaccion.

e C(Ciertos metales como el cobre y el hierro que actiian como catalizadores.
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Figura 2. Formacion de compuestos aromaticos durante la glucosilacion no enzimatica de
proteinas o Reaccion de Maillard.
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2.3.2. Efecto de la dosis de conservantes naturales sobre la calidad final de la

dorada.

El efecto de los antioxidantes incorporados al pienso en la calidad final del
pescado ha sido otro de los objetivos de la presente Tesis. El efecto sobre la calidad
final del producto se ha estudiado en animales terrestres de forma mas o menos amplia.
La incorporacidn de vitamina E en la dieta ha demostrado su transmision a la carne y el
desempefio de su capacidad antioxidante en ella. En trucha, Akhtar er al. (1998)
observaron una mejora en la estabilidad oxidativa del musculo tras la inclusidon en la
dieta de vitamina E, observandose mas tarde en otras especies como el rodaballo (Ruff
et al., 2003). El extracto de romero es capaz de modificar la estabilidad oxidativa y la
composicion de acidos grasos de la carne almacenada, aumentando la proporcién de
acidos grasos poliinsaturados n3 y n6 (Liotta ef al., 2010). También se ha comprobado
que su incorporacion en la dieta produce la transmision de componentes polifenolicos

con actividad antioxidante a la carne de cordero (Mofiino et al. 2008).

Existen pocos trabajos en los que se haya incorporado un extracto o aceite
esencial procedente de una planta aromatica en la dieta de un pez para el estudio de la
calidad del pescado. Sant’ Ana y Mancini-Filho (2000) alimentaron al “pacu”
(Piaractus mesopotamicus), con una dieta que contenia 100 ppm de acetato de o—
tocoferilo, 100 ppm de BHT o 1,4 g/kg de un extracto comercial de romero y
encontraron diferencias en la composicion en acidos grasos del musculo y en la
estabilidad de mismos frente a radiacion y (romero > tocoferol > BHT > control). Di turi
et al. (2009) estudiaron la calidad de lubinas alimentadas con pienso suplementado con
aceite esencial de romero, no encontrando diferencias en el pescado fresco. Mas tarde,
Alvarez et al. (2012) estudiaron el efecto de antioxidantes naturales en el pienso en la
calidad del pescado incluyendo extracto de romero y dos aceites esenciales de tomillo
(quimiotipo timol y quimiotipo carvacrol). La calidad del pescado se valoré de una
forma amplia, con parametros fisico-quimicos, microbioldgicos y sensoriales. La
mayoria de parametros fisico-quimicos no fueron diferentes entre tratamientos,
solamente el color mostré algunas diferencias teniendo los peces del grupo “carvarol”
mayor componente rojo y amarillo que los grupos “romero” y “timol”. Aunque la
predominancia del componente rojo del color puede indicar un mejor estado oxidativo

reflejado en los grupos hemo de la mioglobina, el aumento del componente amarillo es
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indicativo de una mayor oxidacioén lipidica. El grupo “carvacrol” mostrd por tanto unos
valores de color indicativos de una mayor oxidacion lipidica que los peces de los grupos
“romero” o “timol”. Los recuentos microbianos a dia 0 solo fueron negativos para el
grupo “timol”, no existiendo diferencias entre el resto de grupos. A pesar de esto no
hubo diferencias en ninguno de los atributos sensoriales estudiados en pescado fresco.
Por todo lo anterior se puede decir que en este estudio el aceite esencial de tomillo -
quimiotipo timol- mostré los mejores resultados en general, seguido del extracto de
romero. Teniendo en cuenta estos resultados y el efecto en la conservacion se eligieron

estos dos conservantes para realizar los experimentos dosis-respuesta.

En los experimentos realizados en la presente Tesis Doctoral tanto el extracto de
romero como el aceite esencial de tomillo -quimiotipo timol- tuvieron un efecto
beneficioso en la calidad del pescado fresco, no tanto en parametros fisico-quimicos
como en la calidad sensorial. Los peces alimentados con dietas con extracto de romero
sufrieron una menor oxidacion lipidica y se observo cierta tendencia a aumentar la
capacidad de retencién de agua (CRA), reduciéndose también los recuentos microbianos
del pescado fresco. En ningun caso parecidé haber un efecto claro de la dosis. En el
analisis sensorial se observd un efecto beneficioso de la dosis de extracto de romero en
el olor corporal y de la dosis de aceite esencial de tomillo en el color de las agallas y la
mucosidad. Hay gran cantidad de atributos que no mostraron diferencias, lo cual es
obvio en algunos como la firmeza, la forma de los ojos y la superficie corporal, ya que
es dificil que no reciban la puntuaciéon maxima en su primer dia post mortem. El olor
corporal puede ser importante a la hora de la aceptacion por el consumidor. Las
diferencias encontradas, aunque pequefias, pueden significar la eleccion por el
consumidor de este producto u otro en el mercado. El color de las agallas también es

importante por ser un indicador tradicional de frescura utilizado por los consumidores.

Como resumen de la calidad sensorial, el indice de calidad mejor6 al aumentar la
dosis de extracto de romero, mientras que las distintas dosis de aceite esencial de

tomillo no mostraron un efecto en el indice de calidad del pescado fresco.
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2.3.3. Evolucion del deterioro durante el almacenamiento en hielo de doradas

alimentadas con dietas con distintas dosis de conservantes naturales.

El estudio de la conservacion de la dorada almacenada en hielo aportd datos
interesantes acerca del efecto protector del aceite esencial de tomillo y del extracto de
romero. Entre los parametros fisicoquimicos estudiados, el color siguid el patron tipico
del pescado en deterioro con algunas singularidades dependiendo del conservante
utilizado. El aumento de la luminosidad es comun durante un almacén prolongado del
pescado fresco y va asociado a la desnaturalizacién de proteinas y al descenso de la
CRA. La pérdida de color rojo se ha relacionado con la oxidacion de los grupos “hemo”
de la mioglobina, que es muy abundante en el misculo de pescado. Esta oxidacion hace
que se transfome en metamioglobina, de color marréon (Hamre e al., 2003). En cambio,
el aumento del color amarillo esta relacionado con la oxidacion de los lipidos, un
cambio apreciable durante el enranciamiento de las grasas y descrito por varios autores
(Ruff et al., 2003; Hernandez et al., 2009; Tuckey et al., 2012). Aunque todos los
grupos experimentales evolucionaron en estos tres aspectos, la diferente velocidad o
intensidad de estos cambios nos permiten evaluar el efecto conservante de los

compuestos activos utilizados.

En ambos casos los datos de luminosidad estuvieron relacionados con los del
indicador de deterioro proteico, el nitrégeno basico volatil total (NBVT), apoyando la
hipotesis de Pavlidis ef al., (2006). Segun esta, los cambios de luminosidad estarian
relacionados con la desnaturalizacion de proteinas, la pérdida de CRA y una mayor
reflexion de la luz. El componente rojo del color (a*) no mostré grandes cambios. Al
final del periodo de almacén tendid a descender con dosis crecientes de aceite esencial
de tomillo. En el experimento de extracto de romero se mantuvo estable con todas las
dosis frente al aumento observado en el grupo control. Por ultimo, el componente
amarillo (b*) del color fue menor con dosis altas de aceite esencial de tomillo el dia 7 de
almacén, pudiendo atribuirse a una menor oxidacidn con esas dosis. En el experimento
con extracto de romero este componente del color se mantuvo estable con las dosis

intermedias.

La capacidad de retencion de agua (CRA) solo se determind en el experimento

con extracto de romero. En €l se observo una tendencia a aumentar con la dosis de 600
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mg/kg al final del periodo de almacén, siendo el Unico grupo en que no se redujo
significativamente durante todo el periodo (Figura 3). La CRA esté relacionada con la
integridad de las proteinas musculares y del colageno (Suarez et al., 2005) por lo que
parece obvia la relacion encontrada con los datos de NBVT en este experimento.
Aunque no hemos comprobado la efectividad del aceite esencial de tomillo en este
aspecto, otros autores lo han estudiado mediante aplicacion exdgena observando un

efecto beneficioso (Attouchi & Sadok, 2010).
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Figura 3. Evolucion de la CRA del filete de doradas alimentadas con dietas
suplementadas con distintas dosis extracto de romero durante durante su almacén en hielo.

La oxidacién lipidica fue uno de los pardmetros mds importantes en la
evaluacion de los conservantes naturales, ya que es uno de los mecanismos principales
en el deterioro del pescado. El indice de TBARS (Figura 4) mostrd claramente la
evolucion de la oxidacion lipidica durante los 21 dias de almacén aumentando desde
valores de 0,10-0,20 mg/kg sin superar 1mg/kg en ningin momento, posiblemente
debido al contenido moderado en grasa de la dorada y el método de almacenamiento,
sin eviscerar, que protege al musculo del contacto con el aire. La inclusion de aceite
esencial de tomillo en la dieta tuvo un efecto dosis-dependiente en la oxidacidn lipidica,
observandose valores menores de TBARS conforme aumentaba la dosis, aunque con la
dosis de 500 mg/kg el indice de TBARS fue igual o superior al control. El efecto del
extracto de romero fue diferente, de forma que la oxidacion lipidica tendi6 a disminuir

con la dosis de 600 mg/kg y a aumentar con dosis altas. La fuerte relacion de estos datos
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con el analisis sensorial en ambos experimentos apoya la idea de que la oxidacion

lipidica es crucial en el proceso de deterioro del pescado.
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Figura 4. Contenido en TBARS (mg MDA/kg) de doradas alimentadas con dietas

suplementadas con distintas dosis de aceite esencial de tomillo (a) o extracto de romero (b)
durante su almacén en hielo.

El deterioro proteico también es un aspecto importante ya que interviene en la
modificacién de atributos sensoriales importantes en la calidad del pescado, como son la
elasticidad, la firmeza y el color (Estévez & Cava, 2004). El indicador utilizado para
estudiar este aspecto fue el NBVT, estrechamente relacionado con la luminosidad y la
CRA de la carne del pescado. El principal cambio en NBVT se observé entre los dias 14
y 21 (Figura 5), ya que es un indicador de deterioro tardio y las moléculas implicadas se

forman durante el deterioro avanzado de las proteinas. El efecto de ambos conservantes
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fue diferente, al igual que en la oxidacion lipidica. Ademas siguid las mismas
tendencias, lo que sugiere que el mecanismo de proteccion sobre lipidos y proteinas es
similar. En ambos experimentos se alcanzé el limite propuesto para este indice (25 mg
N/100g) por Giménez et al. (2004) entre los dias 14 y 21, entre los que se situ6 también

la vida util en cuanto a calidad sensorial.

DIA 21
DIA 14

DIA 7

CONTROL

00 11000

T2000

(b)

30

28
26
24

DIA 21
DIA 14

DIA7

22

20
CONTROL

R600
R1200 R1800

R2400
Figura 5. Contenido en NBVT (mg N/100 g) de doradas alimentadas con dietas suplementadas
con distintas dosis dosis de aceite esencial de tomillo (a) o extracto de romero (b) durante
durante su almacén en hielo.

El nitrégeno de trimetilamina (TMA) solo se estudié en el experimento con
aceite esencial de romero (Figura 6). También esté relacionado con el deterioro proteico
pero es mas especifico de la actividad microbiana. Se observé la misma tendencia que

en el NBVT, lo que es comprensible ya que se encuentra dentro de los compuestos
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determinados en el mismo. El limite propuesto para TMA en dorada (1 mg/kg; Kyrana

et al., 1997; Tejada & Huidobro, 2002) también se alcanzo entre los dias 14 y 21.
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Figura 6. Contenido en TMA (mg N/100 g) de doradas alimentadas con dietas suplementadas
con distintas dosis de extracto de romero durante durante su almacén en hielo.

La evolucion de las poblaciones microbianas en el filete del pescado es un
aspecto fundamental, ya que participan en la produccion de gran cantidad de sustancias
y atributos indeseables, y también en el deterioro de lipidos y proteinas. Sin embargo es
un proceso dificil de estudiar por las complejas interacciones que se producen entre
estas poblaciones en el filete (Gram et al., 2002). La inclusion de aceite esencial de
tomillo o de extracto de romero en el pienso afecté de forma diferente a las poblaciones

microbioldgicas del filete (Figura 7).

Aunque en ambos experimentos se observan pocas diferencias en recuentos
totales de mesdfilos y psicrofilos al final del periodo de almacén, algunos grupos de
bacterias se comportan de manera distinta. El aceite esencial de tomillo parece ser un
potente inhibidor del crecimiento de enterobacterias y coliformes a dosis altas, ya que
en el grupo alimentado con la dieta con 2000 mg/kg no se observan recuentos positivos

de estos grupos hasta el dia 21. En cambio, el extracto de romero no parece ejercer

ningun efecto sobre estos grupos bacterianos.
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Figura 7. Recuentos de mesodfilos durante el almacén en hielo de dorada alimentada con
distintas dosis de dosis de aceite esencial de tomillo (a) o extracto de romero (b).

En el experimento con aceite esencial de tomillo se observd un menor
crecimiento de enterobacterias y coliformes asociado a un mayor crecimiento de
Pseudomonas (Figura 8) —que incluyen bacterias especificas del deterioro-.Resultados
similares se han relacionado con la competencia que ejerce este ultimo grupo bacteriano
gracias a la generacion de siderdforos, lo que destaca la importancia del estudio de las

interacciones entre las poblaciones bacterianas en el filete del pescado (Gram et al.,
2002).
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Figura 8. Recuentos de Enterobacterias y Pseudomonas tras 14 dias de almacén en hielo
de doradas alimentadas con dietas con aceite esencial de tomillo.

La calidad sensorial del pescado en conservacion también fue afectada por la
inclusion de conservantes naturales en la dieta. Las diferencias observadas en los
aspectos fisicoquimicos y microbioldgicos entre las distintas dosis de aceite esencial de
tomillo no se tradujeron en muchas diferencias sensoriales. La aplicacion exdgena de
este aceite esencial ha demostrado una buena actividad conservante mejorando la
calidad microbiologia, sensorial y fisico-quimica del filete. Kostaki er al., (2009)
observaron un aumento de 3 dias en la vida util del pescado en refrigeracion. Mediante
la inclusion en la dieta hemos observado que afecta principalmente al olor corporal del
pescado, observandose diferencias a partir del dia 7 relacionadas con los indicadores de
deterioro lipidico y proteico. El peor olor a dosis altas observado el dia 14 coincide con
un mayor crecimiento de Pseudomonas, lo que podria indicar la presencia entre ellas de
bacterias especificas del deterioro. Seria necesario un estudio en profundidad para poder

determinar esta relacidn.

El extracto de romero también ha mostrado buenos resultados en la calidad
sensorial mediante su aplicacion exdgena en el pescado. En este sentido, Ozogul et al.
(2010) realizaron un estudio bastante completo mostrando un importante efecto en el
indice de calidad no dependiente de la dosis, al igual que observamos nosotros. En
nuestro caso las diferencias en calidad sensorial se debieron a mayor cantidad de
atributos que con el aceite esencial de tomillo. El olor corporal y la firmeza mejoraron

conforme aumentaba la dosis de extracto de romero. La forma de los ojos, y el color y

&5



Conservantes naturales en los piensos para peces:
Optimizacion de la calidad y vida util de la dorada

olor de las agallas mostraron una mejor conservacion en peces alimentados con dietas

con extracto de romero, pero no se observd un efecto de la dosis.

En cuanto al indice de calidad, mostrd los menores valores (mayor frescura) al
final del almacén para la dosis de 1000 mg/kg en el caso del aceite esencial de tomillo y
para la dosis de 600 mg/kg en el caso del extracto de romero. Aunque solo hubieron
diferencias significativas para el extracto de romero, ambos conservantes aumentaron la

vida util del pescado almacenado en hielo en un dia, independientemente de la dosis.

2.3.4. Influencia de la adicion de extracto de romero en la dieta sobre el

metabolismo lipidico de la dorada.

La inclusion de extracto de romero en el pienso de animales terrestres se ha
estudiado sobre todo con el fin de promover el crecimiento o la digestibilidad y mejorar
la calidad de la carne (Lopez-Bote et al., 1998; Cross et al., 2007). En modelos
animales (conejo, raton, etc.) se ha observado un amplio rango de efectos fisioldgicos
(Amin & Hamza, 2005; Bakirel et al., 2008; Al-Jamal & Alqgadi, 2011; Cui et al., 2012;
Romo Vaquero et al., 2012; Gaya et al., 2013). Estos afectan en gran medida al
metabolismo lipidico, observandose una modificacién de la composicion corporal, de
parametros sanguineos, de la actividad enzimadtica, de la expresion génica y de la
funcionalidad del higado (Figura 9). El previsible efecto en peces nos llevo a estudiar el
higado, como 6rgano regulador del metabolismo lipidico y determinados parametros

sanguineos indicadores del transporte y del metabolismo de los lipidos.

El estudio histoldgico del intestino permitié descartar cambios importantes en su
morfologia que indicaran algiin efecto en el sistema inmune asociado al intestino
(GALT) o en la funcionalidad del mismo, aunque se ha demostrado su efecto inhibitorio
en enzimas digestivas de mamiferos (Romo Vaquero et al., 2012). En cuanto al estudio
histoldgico del higado, mostré la capacidad del extracto de romero de reducir la
esteatosis hepatica producida por la alimentacion ad [libitum y las condiciones de
hacinamiento de la acuicultura intensiva. Ademas, durante el desarrollo del
experimento, se observaron cambios histoldgicos que sugieren la evolucion desde una

esteatosis aguda a una esteatosis cronica (Day et al., 2003). La dosis de 600 mg/kg fue
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la que tuvo el mayor efecto beneficioso tanto en el higado como en los pardmetros

sanguineos.
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Figura 9. Efectos del extracto de romero en distintos organos relacionados con el
metabolismo lipidico de dorada y de mamiferos.

El extracto de romero ha demostrado ejercer un efecto sobre el metabolismo
lipidico mediante varias vias de actuacion, pudiendo ser la funcionalidad del higado la
principal de ellas (Figura 9). El efecto antidiabético, también observado al administrar
extracto de romero en mamiferos (Bakirel ez al., 2008), ha sido atribuido a un mejor
funcionamiento de las células B productoras de insulina, al estar protegidas frente a la
oxidacion lipidica. Se ha propuesto el estrés oxidativo como la conexién entre las
distintas enfermedades diabéticas (Sepici-Dincel et al., 2007). La hiperglucemia puede
estar favorecida por una dieta de alta energia y alimentacion a demanda, y es capaz de
producir estrés oxidativo favoreciendo la formacion de radicales libres (Kamalakkannan
& Prince, 2006). El higado de peces, donde se encuentran las células B en los islotes
pancredticos, posee gran cantidad de PUFAs. Estos son muy sensibles a la oxidacion

lipidica iniciada por radicales libres, por lo que pueden ser facilmente afectados por este

87



Conservantes naturales en los piensos para peces:
Optimizacion de la calidad y vida util de la dorada

proceso. De esta manera, la oxidacion de los lipidos de la membrana reduce su
funcionalidad afectando a la fluidez y a la actividad de enzimas y receptores acoplados a
la misma (Arulselvan & Subramanian, 2007). Barkirel et al. (2008) demostraron la
reduccion de la oxidacion lipidica en higado de conejo al administrar extracto de romero
en la dieta, mediante la reduccion del indice de TBARS en este 6rgano. En nuestro
estudio se observa una reduccidn del nivel de ALT en la sangre y tendencias a reducirse
los niveles de ALP y AST, lo que también es indicativo de una mejor funcionalidad del

higado.

El efecto colerético observado por Hoefler ef al., (1987) también esta
relacionado con una mejor funcionalidad del higado e implica una mayor eliminacién de
colesterol del torrente sanguineo, al elevarse la produccion de bilis. A su vez, la mayor
produccion de bilis puede mejorar la digestion de las grasas. El carnosol, presente en el
extracto de romero, tiene la capacidad de inhibir la oxidacion de la apolipoproteina B
durante la formacién de LDL (Zeng et al., 2001), lo que podria significar una menor
produccion de esta lipoproteina por el higado (Figura 9). Otros polifenoles son capaces
de inhibir la ester colesterol transferasa (CETP) mejorando la estabilidad y la

abundancia de la lipoproteina HDL en la sangre (Lam et al., 2008)

Otra interesante via de actuacion del extracto de romero, mas especifica, es la
inhibicién de la enzima diacilglicerol-acil-transferasa (DGAT)(Cui et al., 2008),
presente en el higado y en otros tejidos (Figura 9) y que participa en la sintesis de
triglicéridos. Esta actividad podria ser, en parte, la base de varios de los efectos
observados, ya que esta enzima es la diana de fairmacos que reducen la cantidad de
lipidos en la sangre y aumentan la sensibilidad a la insulina y el metabolismo energético
(Chen et al., 2005). Ademas el 4cido carnodsico bloquea la expresion de los genes
PPARYy, inhibiendo la mitosis de los adipocitos y afectando directamente al tejido

adiposo.

Se ha demostrado un aumento de la eficiencia de retencion de proteina en peces
alimentados con dietas con compuestos procedentes de plantas aromaticas (Zheng et al.,
2009; Yilmaz et al., 2012). Este efecto podria estar relacionado con la inhibicién de la
DGAT o la proteccion de las células B de los islotes pancreaticos, ya que la insulina

promueve directamente la sintesis proteica (Dimitriadis et al., 2011)(Figura 9).
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El aceite esencial de tomillo parece tener un efecto similar en el metabolismo
lipidico. Su inclusiéon en dietas para aves de corral produce cambios en indices
somaticos, en la composicion nutritiva del musculo (Bolukbasi et al., 2006; El-
Ghousein & Al-Beitawi, 2009) y en las lipoproteinas sanguineas -principalmente HDL-
(Toghyani et al., 2013). Teniendo en cuenta la alta capacidad antioxidante del aceite
esencial de tomillo y del extracto de romero, tiene sentido que ejerzan un efecto similar
en el metabolismo lipidico, al ser el estado oxidativo del higado uno de los principales
mecanismos de actuacion (Bakirel er al., 2008). Sin embargo, son necesarios estudios
en este sentido con el aceite esencial de tomillo en peces para determinar la posible

existencia de este efecto.

Varios de los parametros sanguineos que se modifican con la inclusién de
extracto de romero en el pienso han sido propuestos como indicadores del bienestar de
peces de acuicultura (Roncarati ef al., 2006). La mejora del bienestar de los peces de
acuicultura puede influir en la calidad de los mismos y mejorar la imagen de la
acuicultura intensiva. La reduccidon de estos indicadores, mediante la inclusioén en la
dieta de extracto de romero u otros antioxidantes naturales, le daria un doble valor al
pescado. Seria un alimento mas organico (sin aditivos sintéticos como el BHT) y a la

vez mejoraria el bienestar durante el engorde para una produccion mas ecoldgica.

Ademas del beneficio en el bienestar animal existe una ventaja en cuanto a la
utilizacion de nutrientes, ya que la acumulacion de lipidos en el higado implica un
desperdicio de energia (Hansen et al., 2008). En las ultimas décadas se ha seguido la
tendencia de mejorar el crecimiento y minimizar la produccion de residuos nitrogenados
mediante el aumento de la grasa de la dieta. Sin embargo, el nivel de grasa en la dieta
suele estar estrechamente relacionado con el indice hepatosomético, que en algunas
especies alcanza el doble que en peces salvajes (Shahidi & Dunajki, 1994). La
capacidad del extracto de romero de reducir este indice y la esteatosis hepatica asociada
podria ser de gran utilidad para la optimizacion del aprovechamiento de dietas

hipercaloricas.
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2.3.5. Efecto de la adicion de aceite esencial de tomillo sobre la funcionalidad del

intestino de dorada.

El ultimo experimento (Anexo II) mostrd algunos de los efectos fisiologicos del
aceite esencial de tomillo, sobre todo en el intestino. La eleccion de las dosis utilizadas
y de varios de los aspectos estudiados fue con el objetivo de evaluar su efecto en el
rendimiento y en la funcionalidad del intestino. En cerdo y aves de corral existen
abundantes referencias bibliograficas acerca de estos efectos (Franz et al., 2010). En
peces, recientemente, se habia demostrado el efecto beneficioso de un extracto de timol
y carvacrol sobre el crecimiento y el aprovechamiento del alimento (Ahmadifar et al.,

2011). Sin embargo, nuestros resultados muestran mas bien lo contrario.

Aunque no se observan cambios en el crecimiento, el indice de conversion o la
ingesta de proteina y energia digestible, se produce un descenso en la digestibilidad a
las dosis de 2000 y 3000 mg/kg que puede indicar un leve empeoramiento de la
funcionalidad del intestino. Ademas se producen importantes cambios histoldgicos,
apreciandose una movilizacidon de linfocitos a la mucosa subepitelial con dosis bajas -
que sugiere una inmunoestimulacion del GALT- y un efecto anti-inflamatorio con dosis

altas de aceite esencial de tomillo (3000 y 4000 mg/kg).

La demostrada actividad antibacteriana de muchos aceites esenciales (Burt,
2004), los hace muy utiles en la sustitucion de los antibidticos promotores del
crecimiento, cuyo uso en animales esta prohibido en la Unién Europea desde 2006. El
modo de actuacion de los compuestos antimicrobianos en la promocidn del crecimiento

puede deberse a cuatro mecanismos principales (Niewold, 2007):

- Inhibicion de infecciones subclinicas, reduciendo por tanto el gasto
metabolico del sistema inmune.

- Reduccion de metabolitos que perjudican el crecimiento (p. €j. amonio)

- Reduccion de la utilizacion microbiana de los nutrientes.

- Mejora de la absorcion de nutrientes por una reduccion del grosor de la pared

intestinal (reduccion de la inflamacién normal).

Una de las ventajas que puede suponer el uso de aceites esenciales o extractos de

plantas como sustitutos de antibidticos promotores del crecimiento es la gran cantidad
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de compuestos antimicrobianos que poseen, lo que en principio deberia dificultar la

aparicion de resistencias (Franz et al., 2009).

La bibliografia existente acerca del efecto anti-inflamatorio “in vitro” del timol,
el carvacrol y otros fenoles presentes en plantas (Ocafia & Reglero, 2012; Lima et al.,
2013; Romier ef al., 2009) y un estudio realizado en modelos animales (Nakhai et al.,
2006) nos hacen pensar que sea el principal efecto producido en el intestino de dorada a
dosis altas. El punto de vista de Niewold et al., (2007) del modo actuacion de los
antibioticos en el intestino es interesante para valorar posibles hipdtesis sobre el modo
de actuacion de aceites esenciales y extractos de plantas. Este autor propone que la
actividad intrinseca anti-inflamatoria de muchos antibidticos puede ser el principal
modo de actuacion de los antibidticos utilizados como promotores del crecimiento. Esta
actividad anti-inflamatoria se habia descrito ya en humanos proponiéndose una funcion

inmunorreguladora (Labro et al., 2000, 2001)

El intestino es un organo en un estado de inflamaciéon continua y controlada
(Biancone et al., 2002). Las citoquinas circulantes producidas durante la inflamacion del
intestino son capaces de inducir respuestas en varios tejidos, principalmente en el
musculo, en el higado y en el hipotalamo, produciendo en general un aumento del
catabolismo energético y una reduccion del apetito (Gruys et al., 2006). Por tanto, el
efecto anti-inflamatorio del timol podria ser una via de actuacién en el metabolismo

energético de los peces.

La respuesta bifasica que encontramos ha sido observada para muchos
fitobidticos y se suele achacar a una estimulacion de ciertos sistemas antioxidantes y
citoprotectivos a dosis bajas y a la toxicidad del compuesto a dosis altas. Aunque la
mejora del estatus antioxidante de animales que consumen polifenoles se ha atribuido a
la actividad antioxidante de los mismos, existe una tendencia actual a dar mas
importancia a las vias de sefializacidon de respuesta adaptativa al estrés que son activadas
por estos compuestos a dosis bajas (Holst & Williamson, 2008; Murado & Vazquez,
2007; Mattson, 2008). Las concentraciones de fenoles que se pueden alcanzar en los
tejidos son mucho mas bajas que las de los antioxidantes propios y recientes estudios
clinicos con dosis altas de antioxidantes han aportado resultados controvertidos

(Mattson, 2008).
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Figura 10. Cantidad de agregados linfocitarios (uds. relativas) en el intestino de dorada
alimentada con dietas con distintas dosis de aceite esencial de tomillo.

Ademas la capacidad del timol de activar la expresion del grupo de genes
“ARE”, que codifican enzimas citoprotectivas y con capacidad antioxidante como la
glutation-S-transferasa, apoya esta hipotesis. La amplitud del rango de dosis estudiado
es crucial para la interpretacion de la respuesta de organismos vivos frente a
xenobioticos. En nuestro caso las diferencias observadas en agregados linfocitarios
(Figura 10) concuerda con la definicién de hormesis y los ejemplos expuestos por
Murado & Vazquez (2008). Hasta la dosis de 2000 mg/kg se produciria una situaciéon de
hormesis o respuesta adaptativa y por encima de ésta existiria una inhibicion del sistema

inmune o un estado inflamatorio por debajo de lo normal.

Esto pone de manifiesto la importancia de la eleccion adecuada del rango de
dosis a estudiar para evitar la pérdida de informacion en respuestas bifasicas. Los
efectos adversos de dosis elevadas de vitaminas y/o antioxidantes es de creciente interés
en la actualidad (Holst & Williamson, 2008) aunque ya era conocido en distintos
fitoquimicos desde la antigiiedad. De ahi la frase de Paracelso (S.XVI) “nada es veneno,

todo es veneno; solo depende de la dosis”.
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Conclusiones

1.- El extracto de romero, afiadido al pienso para peces, proporciona una proteccion
similar al butil-hidroxitolueno frente a la oxidacién lipidica, tanto a temperatura
ambiente como en refrigeracion. La escasa actividad de los aceites esenciales de tomillo
durante la elaboracion del pienso y su almacenamiento a temperatura ambiente los hace

poco apropiados como conservantes del pienso para peces.

2.- Tanto el extracto de romero como el aceite esencial de tomillo (quimiotipo timol)
incorporados al pienso de dorada tienen un efecto beneficioso sobre la calidad final del
pescado. La adicion de extracto de romero al pienso produjo una mejora en la
estabilidad oxidativa de los lipidos del pescado y un efecto beneficioso proporcional a la
dosis en el indice de calidad. La adicidon de aceite esencial de tomillo al pienso no
produjo cambios en parametros fisico-quimicos ni en el indice de calidad del pescado

fresco, inicamente mejord el color de las agallas y aumento la opacidad del mucus.

3.- El aceite esencial de tomillo y el extracto de romero afiadidos al pienso de dorada
tienen un efecto beneficioso sobre la conservacion del pescado. Los parametros fisico-
quimicos muestran un efecto dosis-dependiente, con una dosis Optima de 600 mg/kg
para el extracto de romero y proporcional a la dosis para el aceite esencial de tomillo.
La calidad sensorial del pescado siguid tendencias similares y en ambos casos se tradujo

en un incremento de la vida util en un dia, con independencia de la dosis.

4.- La adicion de extracto de romero a la dieta de dorada reduce el desequilibrio en el
metabolismo lipidico causado por la alimentacidn ad libitum con dietas hipercaldricas y
condiciones intensivas de engorde. La reduccion de la esteatosis hepatica es el aspecto
mas evidente y posiblemente el mas importante por el papel regulador del higado. Tanto
la histologia como la bioquimica sanguinea sefialan la dosis de 600 mg/kg como la

optima, mejorando notablemente la salud de los peces.

5.- El aceite esencial de tomillo afiadido al pienso de dorada afecta a la funcionalidad
del intestino en varios aspectos. El estado inflamatorio del intestino cambi6 en funcién
de la dosis, aumentando con 1000 mg/kg y descendiendo con dosis superiores, hasta una
marcada reduccion aparente con 3000 y 4000 mg/kg. La digestibilidad de los nutrientes
principales se ve reducida a dosis de 2000 y 3000 mg/kg, lo cual no se traduce en

diferencias en indices de rendimiento.
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ABSTRACT

This study examines five different specifically designed extruded fish feeds: BD (basal
diet), without added antioxidants; BHT, with 200 mg/kg of butylhydroxytoluene; RO,
with 600 mg/kg of rosemary extract (Rosmarinus officinalis); TC, with 500 mg/kg of
thyme essential oil (Thymbra capitata, carvacrol chemotype); and TZ, with 500 mg/kg
of thyme essential oil (Thymus zygis, subspecies gracilis, thymol chemotype). The feeds
were produced by means of a cooking-extrusion process and were stored under standard
conditions at two different average temperatures, either refrigerated (4 = 1 °C) or at
ambient temperature (20-28 °C). Samples were taken during processing (raw mix,
recently extruded (moist) and dry feed) and at 4, 8, 12 and 24 weeks of storage. Both
TBARS and induced TBARS were determined at each sampling point, as well as
phenolic compounds content after feed processing. During the preparation process, the
RO feed was the least oxidized and retained the least amount of phenols. The oxidative
status of all feeds was maintained in cold storage, although the BD diet became less
resistant to induced oxidation. At ambient temperature, the RO and BHT feeds showed
the greatest protection against induced oxidation starting at week 8, and at the end of the
storage period, the RO feed was the least oxidized. Overall, rosemary extract had a
similar effect to that of butylhydroxytoluene on the processing and storage of extruded

feed, and better than that of thyme essential oils.
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ABSTRACT

This study focused on the effects of the dose of rosemary extract (Rosmarinus
officinalis) on the quality of gilthead seabream. A control diet (basal diet) and four
experimental diets (R600, R1200, R1800 and R2400) with 600, 1200, 1800 and 2400
mg kg ™' of rosemary extract were administered, respectively. The fish were sacrificed
and stored on ice at 4 °C for 0, 7, 14 and 21 days. Physical-chemical, microbiological
and sensory tests were conducted at each sampling point to determine the degree of
deterioration suffered by the gilthead seabream. The differences in water-holding
capacity (WHC) and the trends in TBARS, TVBN and TMA observed suggest better
preservation with the 600 mg kg™ dose. In addition, the Quality Index showed greater
freshness in fish fed diets containing rosemary extract, regardless of the dose; shelf-life

also increased by one day with all tested doses, as compared to the control group.
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DOI: 10.1111/anu.12196
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ABSTRACT

The effect of thyme essential oil (Thymus zygis, subspecies gracilis) on the quality and
shelf life of gilthead seabream was studied, when added to the diet: a control diet and
four experimental diets (T500, T1000, T1500, T2000) with 500, 1000, 1500 and 2000
mg kg 1 of thyme essential oil, respectively. After 12 weeks of experimentation, the
fish were stored on ice at 4 °C for 0, 7, 14 and 21 days. Physical-chemical,
microbiological and sensory analyses were carried out at each sampling point to
determine the degree of deterioration. A dose-dependent effect was observed on the
colour, TBARS and total volatile basic nitrogen during the storage. Microbiological
counts were lower for Enterobacteriaceae and coliforms at high doses of the essential
oil. The sensory analysis showed an effect on the quality index that was not dependent
on the dose, which extended the shelf life of gilthead seabream from 17 to 18 days for

all doses.
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Resumen

Este estudio evalua el efecto de la dosis de extracto de romero sobre el metabolismo
lipidico y la morfologia hepética e intestinal. Para ello se aliment6 a doradas con una
dieta basal (control) y cuatro dietas experimentales (R600, R1200, R1800 y R2400) con
600, 1200, 1800 y 2400 mg kg ' respectivamente de extracto de romero. A las 4, 8 y 12
semanas de engorde, los peces fueron sacrificados, se extrajo sangre para obtener
plasma y se diseccionaron higado e intestino. El exdmen histologico del intestino no
mostrd diferencias entre dosis mientras que el higado mostr6 una fuerte reduccion de la
esteatosis hepatica en dietas suplementadas con extracto de romero. El extracto de
romero redujo los niveles plasmaticos de glucosa, triglicéridos y la relacion HDL/LDL,
indicando un mejor transporte y metabolismo energético de los lipidos. En conjunto, el

efecto mas patente del extracto de romero se observo con la dosis de 600 mg/kg.

Key words: Feed additives, lipid metabolism, rosemary extract, blood parameters,

hepatic steatosis.
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1.- Introduccion

El uso de fitoquimicos en el pienso para peces esta siendo ampliamente estudiado en la
actualidad. Esto se debe a las propiedades que han mostrado como la reduccion del
estrés, la promocion del crecimiento, la estimulacion del apetito, la inmunoestimulacion
o la mejora de la condicidn fisioldgica del pez y en definitiva de su salud (Citarasu,
2010). Los efectos de estos fitoquimicos han resultado ser en general dosis
dependientes, aunque se sabe poco acerca de las dosis dptimas para su uso en animales
y de los mecanismos moleculares por los cuales actiian. Existe una tendencia global a
implementar el bienestar animal y la Union Europea sigue trabajando en completar los
estandares minimos contemplados en la Directiva Europea 98/58/EC (EC, 1998) junto
con organizaciones internacionales. La World Organisation for Animal Health presento
en 2013 el Aquatic Animal Health Code, con recomendaciones concretas para el cultivo
de peces y estableciendo la importancia de la salud de los peces en el bienestar de los

mismos (OIE, 2013).

Una de las alteraciones fisioldgicas mas extendidas en la acuicultura intensiva es el
higado graso o esteatosis hepatica. Esta es casi omnipresente en la acuicultura intensiva
y se caracteriza por la acumulacién de grasa en el higado y problemas en el transporte y
consumo energético de los lipidos. Suele aparecer en peces criados de forma intensiva
con dietas hiperenergéticas, alimentados ad [ibitum y con cierto hacinamiento
(Roncarati et al., 2006; Lu et al., 2013). El uso de este tipo de dietas ha sido promovido
por sus beneficios en la retencidén de proteina y en la excrecion de nitrégeno, mejorando
el aprovechamiento de nutrientes y reduciendo la contaminacién ambiental (Cho et al.,
1994). Otros aspectos relacionados con la calidad de los ingredientes utilizados y el

balance nutricional de la dieta también influyen en el desarrollo de la esteatosis hepatica
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(Caballero et al., 2004). EI metabolismo lipidico esta principalmente regulado por el
higado, tanto la sintesis como la degradacion de los lipidos (Tocher, 2003), por tanto, el
correcto funcionamiento de este drgano es crucial para su aprovechamiento energético y
estructural. Aparte de la obvia conexion entre la salud y el bienestar de los peces, la
acumulacién de grasa en el higado implica un desperdicio al no aprovechar
completamente un nutriente de la dieta con alto contenido energético (Hansen et al.,

2008).

Entre los fitoquimicos mas estudiados estan los extractos de plantas aromaticas, muy
ricos en polifenoles y con demostrados efectos beneficiosos para la salud. El extracto de
romero se ha probado como aditivo alimentario en mamiferos mostrando un amplio
rango de efectos fisioldgicos (Amin & Hamza, 2005; Bakirel et al., 2008; Al-Jamal &
Algadi, 2011; Cui et al., 2012; Romo Vaquero et al., 2012; Gaya et al., 2013). En peces
se ha estudiado el uso de extracto de romero como aditivo alimentario en otros aspectos,
principalmente en la calidad del pescado (Sant’Ana et al., 2008, Alvarez et al., 2012;
Hernandez et al., 2014). Sin embargo, bajo nuestro conocimiento, no existen estudios de
su efecto sobre el estado fisiologico del pez. Teniendo en cuenta todo esto, el objetivo
de nuestro estudio fue estudiar la influencia de distintas dosis de extracto de romero
sobre el metabolismo lipidico de dorada, valorando tanto aspectos histologicos del

higado y el intestino como aspectos bioquimicos de la sangre.
2.- Material y métodos
2.1.- Animales y estabulacion

Se utilizaron 240 doradas de una granja del sur de Espafia con un peso medio inicial de
214+20 g. Se distribuyeron aleatoriamente en 15 tanques (16 peces por tanque) y se

probd cada dieta por triplicado (tres tanques por tratamiento). Los tanques cilindro-
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cénicos de 630 1 formaban parte de un circuito con agua de mar (salinidad: 37 g/l; NO™:
<0.1 mg/l; NO™: <0.1 mg/l; NH;: <0.5 mg/l; pH: 7.7). Los animales fueron alimentados
a saciedad aparente dos veces al dia y la ingesta fue controlada diariamente. El
experimento se llevo a cabo a lo largo de 84 dias (de Mayo a Julio), hasta que los peces
alcanzaron talla comercial (356 = 37.3). Los animales estuvieron sujetos a las
condiciones del fotoperiodo natural (37°50°N, 0°46°0) y a una temperatura dptima para
su crecimiento (23.9+1.8 °C). A partir de los datos de peso y talla se calculd la tasa de
crecimiento relativo (SGR), la tasa de alimentacién relativa (SFR) y el indice de
conversion de alimento (FCR). Para ello se utilizaron las siguientes féormulas: SGR =
100 (Ln peso final — Ln peso inicial) / n® dias; SFR = 100 (alimento ingerido / n° dias)/

peso medio; FCR = alimento ingerido / peso ganado.
2.2.- Dietas experimentales

Los peces fueron alimentados con cinco dietas experimentales: una dieta control (dieta
basal) y cuatro dietas a las que se les incorpor¢ distintas dosis de extracto de romero
(Rosmarinus officinalis; 30% de pureza en contenido de diterpenos, Nutrafur-Furfural
S.A., Murcia, Espafia): R600, R1200, R1800 y R2400 con 600, 1200, 1800 y 2400 mg
kg™, respectivamente. Estas dietas se basaron en una formulacion comercial estandar
con los siguientes ingredientes: 550 g kg™' de harina de pescado, 80 g kg™ de gluten de
trigo, 210 g kg de harina de trigo, 150 g kg™ de aceite de pescado y 10 g kg de
premix vitaminico-mineral (NRC, 1993). Las dietas fueron elaboradas por extrusion,
usando una extrusora semi-industrial (E 19/25 D, Brabender® GmbH & Co.K.G.,
Duisburg, Alemania). Las condiciones de extrusion fueron: velocidad del tornillo de 50
rpm, didmetro de pellet de 4mm y temperaturas de 50/60/68 °C. Estas temperaturas

fueron escogidas con el objetivo de no superar los 70°C a la salida de la extrusora y

172



mantener la estabilidad de los compuestos aromaticos. Todas las dietas fueron
sometidas a andlisis proximal para calcular materia seca, proteina, grasa, cenizas, fibra
(AOAC, 1997) y energia (IKA Adiabatic Calorimeter). Estos resultados se muestran en

la Tabla 1.
2.2.- Toma de muestras

Previo ayuno de 24 horas, se sacrificaron 2 peces de cada tanque (6 por tratamiento) a
las 4, 8 y 12 semanas del inicio del periodo de engorde, mediante sobredosis de 2-
fenoxi-etanol (0,6mg/l; Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Espafia). Rapidamente se
extrajo sangre de la vena caudal con jeringuillas heparinizadas y se centrifugd 10
minutos a 3000 rpm (Eppendorf centrifugue 5415D, Eppendorf Ibérica S.L..U., Madrid,
Espafia) para obtener el plasma sanguineo. El plasma se guardd en viales y se almacen6
a -80°C hasta su posterior analisis. Tras la extraccion de la sangre, se diseccionaron los
higados e intestinos de cada pez y se introdujeron, para su fijacidon, en formol al 10%,
tamponado a pH 7 y estabilizado con metanol (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona,
Espafia) en una relacién inferior a 1/10 (muestra/fijador). Las muestras se mantuvieron

en el liquido fijador hasta su procesado y analisis histologico.
2.3.- Histologia, microscopia optica y morfometria

Para cada individuo, se obtuvieron 3 segmentos del intestino anterior y 4 segmentos del
intestino posterior, para luego ser incluidos en parafina. A partir de cada higado se
obtuvieron 3 secciones (dos transversales y una longitudinal) que igualmente se
incluyeron en parafina. Para la preparacion de las laminas histoldgicas se hicieron cortes
a 4um y se tifieron con hematoxilina-eosina. En las laminas de intestino se evaluaron la
cantidad y tamafio de agregados linfocitarios, la cantidad de granulocitos y el

engrosamiento de la ldmina propia. En las laminas de higado se evalud la infiltracion de
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grasa peripancreatica, la estructura del parénquima hepatico y el desplazamiento del
nucleo de los hepatocitos. Esta evaluacion se llevo a cabo por dos cientificos, de forma
individual e ignorando la identidad de cada muestra y los tratamientos experimentales.
Se tomaron microfotografias tanto de higado como de intestino usando un microscopio
Nikon Microphot-FXA y una cdmara Olympus DP50. Las microfotografias de higado
(100X) se utilizaron para medir, en hepatocitos elegidos al azar, el area y las longitudes
maxima (Lpa) y minima (Lyin) pasando por el nucleo. Lpa/Lmin s€ tomd como
indicador cuantitativo del desplazamiento del ntiicleo. Para realizar las medidas se utilizo
el software Image Pro® Plus (Media Cybernetics Inc., MD, USA). En cada pez se
midieron 33 hepatocitos sumando en total 198 medidas de cada parametro por dieta y

dia.
2.4.- Parametros sanguineos y ensayos enzimaticos.

En cada muestra de plasma se determinaron glucosa (método Trinder GOD-POD),
proteinas totales (método colorimétrico Biuret), triglicéridos (método enzimatico
colorimétrico GPO-POD), colesterol total (método enzimatico colorimétrico CHOD-
POD), colesterol asociado a lipoproteina de alta densidad (HDL-C; método enzimatico
colorimétrico, directo), colesterol asociado a lipoproteina de baja densidad (LDL-C;
método enzimatico colorimétrico, liquido), fosfatasa alcalina (ALP; método cinético
DGKC), alanina aminotransferasa (ALT; método cinético UV IFCC) y aspartato
aminotransferasa (AST; método cinético UV IFCC). Para ello se utilizaron kits
comerciales (Spinreact S.A.U., Girona, Espafia) y un espectrofotometro UV/VIS
LAMBDA 25 acoplado a un termostato tipo Peltier (Perkin Elmer, Inc., MA, USA).

Cada determinacion se llevé a cabo por duplicado.

2.5.- Analisis estadistico
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Para el andlisis estadistico de los datos se utiliz6 ANOVA factorial y ANOVAs de una
via. Con éste se determino el efecto del tiempo y de la dosis de extracto de romero en la
dieta, en cada uno de los parametros sanguineos e histoldgicos estudiados. Las medias

de los distintos grupos experimentales se compararon mediante el test de Fisher (LSD).

3.- Resultados

Todas las dietas fueron bien aceptadas por los peces y €stos mostraron un buen estado
de salud aparente durante todo el periodo de alimentacién. La mortalidad fue inferior al
3% en promedio. La dosis de extracto de romero no afectd de forma significativa al

crecimiento ni a la ingesta (Tabla 2).

El examen histolégico del intestino no mostré cambios con las distintas dosis de
extracto de romero en cuanto a la aparicion de nddulos linfaticos, la cantidad de
granulocitos o el engrosamiento de la ldmina propia, mostrando todos los grupos

experimentales la morfologia normal en un pez sano (Fig. 1).

La morfologia del parénquima hepatico (Fig. 2) fue diferente entre dosis de extracto de
romero, siendo mayores estas diferencias con el paso del tiempo. En el grupo control se
observé un tamafio y forma irregular de los hepatocitos y un desplazamiento del nucleo
hacia la periferia. También se observo abundante infiltracion de grasa en el parénquima
peripancreatico sobre todo en la semana 12. El grupo R600 mostré una morfologia del
parénquima muy distinta, con hepatocitos de forma regular y dispuestos a lo largo de los
espacios sinusoidales. Ademas, la infiltracién de grasa en el parénquima peripancreatico
se redujo considerablemente. En dosis altas se aprecian ciertos aspectos de la
morfologia encontrada en el grupo control sin llegar a ser tan prominentes. Estas
diferencias entre dietas se observan durante todo el periodo de engorde aunque son

mucho mas patentes la semana 12 (Fig. 3 y Fig. 4).
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En cuanto a las medidas tomadas por analisis de imagen en el higado, mostraron efectos
tanto del tiempo como de la dosis de extracto de romero en el desplazamiento del
nucleo y en el area de los hepatocitos. En esta Gltima medida, ademas, hubo interaccion
entre ambos factores. Se observaron diferencias significativas en el area de los
hepatocitos la semana 4 y 8, en las que desciende con la dosis R600 para ascender con
dosis superiores. La semana 12 no hay diferencias en el area pero si en el
desplazamiento del nuacleo, de forma que éste desciende con la dosis R600 para
ascender suavemente con dosis superiores. La maxima reduccidon en ambas medidas es

de aproximadamente un 10%.

Los parametros sanguineos estudiados mostraron diferencias con el tiempo y entre las

distintas dosis (Tabla 3).

En el nivel de glucosa en plasma, se observo un efecto tanto del tiempo como de la
dosis de extracto de romero. La concentracion de glucosa aumentd en general la semana
8 de tratamiento para descender después. El grupo control mostrd valores superiores al

resto en las semanas 4y 12.

Las proteinas totales en plasma descendieron con el tiempo en general, existiendo un
efecto significativo de este factor. La semana 12 los valores fueron diferentes entre

dietas de forma que el valor de R600 fue el mayor y superior a R1800 y R2400.

Los triglicéridos mostraron un efecto significativo de la dosis. La semana 4 los valores
del grupo control fueron superiores al resto y la semana 8 los valores de la dosis R600

fueron superiores a R1200, R1800 y R2400 y no diferentes del control.

El colesterol total no se vio afectado por el tiempo ni por la dosis, aunque se observa

una tendencia a descender con las dietas que incluyen extracto de romero. Los niveles
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de LDL-C mostraron un efecto del tiempo, descendiendo a lo largo del periodo de
engorde. La semana 8 su concentracion en plasma fue mayor al resto en el grupo control
y la semana 12 se observo la misma tendencia, aunque no significativa. E1 HDL-C no
cambid con el tiempo ni con la dosis, aunque si se observo cierta tendencia a aumentar
con la dosis R600. La relacion HDL-C/LDL-C mostré un efecto tanto del tiempo como
de la dosis. Esta aumenté con el tiempo y, las semanas 4 y 8 fue mayor al control en los

peces alimentados con dietas con extracto de romero.

La actividad de las enzimas ALP, ALT y AST descendi6 en general con dietas con
extracto de romero, aunque no siempre de forma significativa (Tabla 4). ALP no mostro6
un efecto de la dosis ni del tiempo, pero si tendi6 a disminuir con dietas con extracto de
romero. ALT aument6 con el tiempo y disminuy6 con la dosis de extracto de romero,
siendo ambos factores significativos. Las mayores diferencias se observaron la semana
12, cuando el valor del grupo control fue significativamente superior al resto. AST

mostr6 la misma tendencia general que ALT aunque no hubo diferencias significativas.
4.- Discusion

En el presente trabajo el crecimiento y la utilizacion nutritiva del pienso no se ven
afectados con la inclusion de extracto de romero, al igual que ha sido observado por

otros autores (Yilmaz et al., 2012; Di Turi et al., 2009).

Mediante el examen histoldgico del intestino no se observan aspectos que pudieran
implicar problemas en la absorcion de los lipidos —vacuolas lipidicas supranucleares— o
una alteracion del sistema inmune asociado al intestino (GALT) —nddulos linfaticos,
infiltracion epiteliar de linfocitos o engrosamiento de la ldmina propia— (Caballero et al.,
2003; Torrecillas et al., 2013). La ausencia de alteraciones estructurales en el intestino

no descarta posibles cambios en la digestibilidad de nutrientes, de hecho, se ha visto que
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el acido carndsico y el carnosol, fenoles mayoritarios en el extracto de romero, son
capaces de inhibir la lipasa pancreatica, reduciendo también el incremento de peso y la

cantidad de triglicéridos en plasma de mamiferos (Romo Vaquero et al., 2012).

Por el contrario, las diferencias encontradas en la morfologia del parénquima hepatico
indican un distinto funcionamiento de este 6rgano cuando los peces son alimentados
con dietas suplementadas con extracto de romero. La morfologia observada en los peces
del grupo control se identifica claramente con la esteatosis hepatica. Se caracteriza
macroscopicamente por un higado hinchado, blanquecino y graso. Microscopicamente,
los hepatocitos tienen abundantes vacuolas lipidicas —o una de gran tamafio— que
desplazan el nucleo a la periferia y alteran la estructura normal del parénquima —los
sinusoides dejan de formar lineas rectas con hepatocitos distribuidos a su alrededor y
aparece o aumenta la grasa peri-pancreatica— (Roncarati et al., 2006; Caballero et al.,
2004). La disposicion de los lipidos en una gran vacuola dentro del hepatocito
desplazando el ntcleo se da en situaciones cronicas, mientras que el reparto en pequefias
vacuolas por todo el citoplasma quedando el nucleo en el centro corresponde a
situaciones agudas (Day et al., 2003). Esto concuerda con nuestros resultados de analisis
de imagen, ya que hasta la semana 8 sélo existen diferencias en cuanto al 4rea de los
hepatocitos —tipico de una situaciéon aguda— y se reducen con el tiempo. Las diferencias
encontradas en el desplazamiento del nucleo la semana 12 podria indicar que se ha
llegado a una alteracion cronica que el extracto de romero es capaz de reducir. En
ambas situaciones se observa claramente el efecto beneficioso del romero produciendo
en general el mayor impacto con la dosis de 600 mg/kg. El descenso de ALT vy las
tendencias a la baja en AST y ALP en plasma de peces alimentados con dietas con

extracto de romero indica una mejora de las alteraciones hepaticas producidas por dietas
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ricas en grasa y condiciones de cultivo intensivas (Roncarati et al., 2006),

complementando el estudio histoldgico.

Los resultados de los pardmetros sanguineos nos proporcionan una imagen general del
funcionamiento del transporte lipidico. El perfil metabolico sanguineo de los peces
alimentados con la dieta control se caracteriza por una alta concentracion plasmatica de
glucosa, triglicéridos y colesterol, y una baja relacion HDL-C /LDL-C, que es tipica de
desérdenes alimentarios por exceso de grasas y de determinadas patologias como el
sindrome metabolico, la obesidad o la diabetes. Todas estas patologias suelen llevar
asociada la aparicion de esteatosis hepatica la cual parece tener un efecto causal en
desarrollo de resistencia a la insulina (Den Boer et al., 2004). El extracto de romero ha
demostrado tener un fuerte efecto antidiabético (Bakirel et al., 2008; Al-Jamal &
Alqadi, 2011), hepatoprotectivo (Amin & Hamza, 2005; Cui et al., 2012), colerético
(Hoefler et al., 1987; Romo Vaquero et al., 2012) y antiadipogénico (Gaya 2013) en
mamiferos. Nuestros resultados concuerdan en general con esos autores, seguramente
debido a la similitud existente entre ambos grupos de animales en digestion, absorcion y

transporte lipidico (Tocher, 2003; Lu et al., 2013).

El efecto hipoglicémico del extracto de romero, también observado en nuestro estudio,
ha sido atribuido a un efecto antioxidante y protector del mismo en las celulas  de
mamiferos, manteniendo la produccion de insulina (Bakirel et al., 2008). Se ha
propuesto que el estrés oxidativo puede constituir la conexion entre diferentes
complicaciones diabéticas. La hiperglucemia produce un estrés oxidativo que favorece
la formacién de radicales libres (Kamalakkannan & Prince, 2006). Estos atacan a los
acidos grasos y los mas sensibles frente a ellos son los 4cidos grasos poliinsaturados

(PUFA), tan abundantes en el higado de peces marinos. La capacidad antioxidante del
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extracto de romero puede evitar que se produzcan estos dafios y mejorar el
funcionamiento del higado. Ademas, se ha demostrado que el carnosol inhibe la sintesis
de novo de triglicéridos actuando sobre la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) (Cui et
al., 2012). Esta enzima se encuentra en muchos tejidos relacionados con el metabolismo
lipidico y es diana de farmacos que reducen la cantidad de lipidos en sangre y aumentan

la sensibilidad a la insulina y el metabolismo energético (Chen et al., 2005).

La tendencia observada en el colesterol sanguineo a disminuir en peces alimentados con
dietas con extracto de romero puede estar relacionada con el efecto colerético del
romero observado por Hoefler et al. (1987) ya que la produccion de colesterol en la bilis
permite eliminarlo del torrente sanguineo. La capacidad del extracto de romero de
aumentar la relacion HDL/LDL ha sido descrita por Al-Jamal & Alqgadi (2011) aunque
el mecanismo por el cual lo hace no ha sido claramente elucidado. Zheng et al., 2001
demostrd la capacidad del carnosol, el rosmanol y el epirosmanol, presentes en el
extracto de romero, de inhibir la oxidacion de la apolipoproteina “apo B” en la
formacion de LDL, lo que podria significar una menor produccion de esta lipoproteina
por el higado de acuerdo a nuestros resultados. Aunque el efecto de estos compuestos
aromaticos en la produccion o eliminacion de HDL no ha sido estudiado, se ha visto que
los polifenoles presentes en la manzana son capaces de inhibir la enzima plasmatica de
transferencia de ésteres de colesterol (CETP), implicada en la estabilidad de las
lipoproteinas HDL, produciendo un incremento en HDL y un descenso en triglicéridos
(Lam et al., 2008). Seria necesario estudiar esta enzima y otras relacionadas con el
funcionamiento de las lipoproteinas para comprender mejor el efecto del extracto de

romero sobre el transporte lipidico.
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El efecto del romero en tejidos periféricos no se ha estudiado de forma amplia aunque
algunos descubrimientos aportan luz a este tema. Se ha demostrado un aumento de la
eficiencia de retencion de proteina en peces alimentados con dietas con compuestos
procedentes de plantas aromadticas (Zheng et al., 2009; Yilmaz et al., 2012). Este efecto
podria estar relacionado con la inhibicion de la DGAT o la proteccion de las células 3
del hepatopancreas, ya que la insulina promueve directamente la sintesis proteica
(Dimitriadis et al., 2011). A pesar de que la insulina estimula la acumulacion de grasa
en los adipocitos se ha demostrado que el acido carndsico presente en el extracto de
romero bloquea la expresion de receptores activadores de la proliferacion de
peroxisomas (PPARY), inhibiendo la mitosis celular de los adipocitos y por tanto la
adipogénesis (Gaya et al., 2012). La expresion de PPARy en humanos estd muy
relacionada con desordenes metabolicos y existe un grupo de farmacos anti-obesidad

cuya diana es esta molécula.

5.- Consideraciones finales

Podemos concluir que la adicidon de extracto de romero a la dieta reduce claramente el
desequilibrio en el metabolismo lipidico producido por la alimentacién ad libitum con
dietas hiperenergéticas y condiciones de cultivo intensivas. La reduccion en la esteatosis
hepatica es el efecto mas patente y posiblemente el de mayor importancia, debido al
papel central y regulador del higado en el metabolismo lipidico. Tanto el estudio
histologico como el perfil metabdlico sanguineo muestran como una dosis de 600mg/kg
de extracto de romero en el pienso de dorada equilibra fuertemente el metabolismo
lipidico, siendo ésta la dosis Optima entre las estudiadas. De esta forma, ademas, se
mejora el estado de salud de los peces, con las implicaciones que esto tiene en la

tendencia actual de implementacidn del bienestar animal en la acuicultura.
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Tabla 1
Andlisis proximal de las dietas experimentales (en % de materia seca).

Componentes Control R600 R1200 R1800 R2400

Materia seca 92.2 91.2 93.3 91.6 93.6
Proteina bruta 43.8 43.6 43.5 43.4 43.5
Grasa bruta 20.6 20.7 20.9 20.6 20.9
Cenizas 10.3 10.0 10.1 10.1 9.9
MELN 248 253 25.3 25.3 25.4
Fibra 0.5 0.5 0.3 0.4 0.4
Energia bruta (MJ/kg dieta) 20.5 20.4 20.7 20.7 20.4

) Materia Extraible Libre de Nitrogeno.
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Tabla 2

Efecto de la incorporacion de extracto de romero en la dieta sobre la utilizacion nutritiva de
la misma.

Control R600 R1200 R1800 R2400
Wi 2128+ 1.2 2140+ 1.7 2147+12 2144+ 1.7 2142+ 1.0
Wi 353.5+15.8 3582+244 3574+73 352.5+09.1 356.6+ 5.0
WG 140.7 £ 14.7 1442+£256 142.6+6.3 138.2+9.0 1424+ 5.7
SFR 1.59+£0.10 1.70£0.09 1.56+0.14 1.75£0.08 1.71 £0.09
SGR 0.60 + 0.05 0.61+0.09 0.61+£0.02 0.59+£0.03 0.61 +0.02
FCR 2.72+£0.35 2.86+0.28  2.63+0.30 3.02+£0.10 2.88+£0.11

Wi: Peso Inicial; Wf: Peso Final; WG: Peso Ganado; SFR: Tasa de Alimentacion Relativa;
SGR: Tasa de Crecimiento Especifica; FCR: Indice de Conversion;



Tabla 3

Parametros sanguineos medidos en plasma de dorada alimentada con pienso con distintas dosis de extracto de romero.

Semana Control R600 R1200 R1800 R2400
Glucosa 4 110.41 + 16.60° 91.60 + 18.03%°  78.02 + 9.834® 66.14 +4.02%  77.78 + 13.44"%
8 123.66 +27.80 133.70 £ 16,518 11696+ 16.24%  127.17+£20.14® 153.85 = 40.36"
12 108.78 + 10.04° 88.42 + 15.68M  72.84 + 6.99% 7730+ 12,72 83.54 + 17.12%
Tiempo p<0.001
Dosis p=0.001
Tiempo*Dosis  p=0.020
Proteina total 4 4.80 + 0.42° 4.46+0.53 4.66+0.28 4.82 + 0.44° 4.43 +0.54
8 474+ 05128 484 +0.73° 4.47 +0.48% 4.18 +£0.35™ 4.18 + 0.24°
12 4.08 + 0.40* 433+£0.25 4.10+0.32 4.08 + 0.34* 437+0.24
Tiempo p=0.001
Dosis p=0.433
Tiempo*Dosis  p=0.071
Triglicéridos 4 286.00 £20.68° 24128 +26.20°  230.75+28.72° 25226 +31.11" 223.45+5031°
8 241.77+49.97®  279.68+59.46°  208.45+48.13*  213.50+27.22* 260.07 + 26.84™
12 295.75+75.87  264.36+45.57 232.68 +32.37 231.83+34.80 247.20+31.76
Tiempo p=0.538
Dosis p=0.012
Tiempo*Dosis  p=0.257
Colesterol total 4 29354 +44.76  273.78 +41.75 277.89 + 40.54 2733142581 27322 +49.40
8 304.26 +30.15 283.27+49.51] 279.64 £ 26.35 254.64 +37.35  261.74+36.37
12 286.51 +25.73 274.90 + 27.61 282.68 +22.44 278.91 £ 7.54 288.87 £32.46
Tiempo p=0.841
Dosis p=0.344
Tiempo*Dosis  p=0.900
LDL-C 4 156.48 £22.50*  158.36+£26.20°  152.41+2224%  143.28+33.19® 170.98 +27.81°
8 187.83 +37.63%° 15795 +36.64%® 131.57 +35.81%B% 137.53 +£47.89%% 130.55 +27.72B2
12 104.82 + 24.034 95.76 + 26.00* 89.19 + 13.58* 72.14+18.31* 107.80 +35.11*
Tiempo p<0.001
Dosis p=0.086
Tiempo*Dosis  p=0.346
HDL-C 4 72.76 £17.32 69.11 +7.98 65.51 + 14.96 73.67 £9.78 7231+ 16.16
8 66.60 + 18.34 73.15+11.66 75.78 + 18.88 5437 +£991 74.47 + 14.74
12 6531+12.22 78.83 +20.25 66.89 + 30.67 84.03 +22.94 96.43 +22.46
Tiempo p=0.177
Dosis p=0.300
Tiempo*Dosis  p=0.286
HDL-C/LDL-C 4 0.49 + 0.08 0.45 + 0.09* 0.42 + 0.06 0.54 +0.10* 0.47+0.11"
8 0.36+0.12° 0.45 + 0.044% 0.61+0.16° 0.46 £ 0.194° 057 +0.14%°
12 0.50 £ 0.08* 0.87 + 0.245%® 0.82£031% 1.30 £0.185° 0.97 + 0.34%®
Tiempo p<0.001
Dosis p=0.012
Tiempo*Dosis  p=0.036

Valores medios de seis peces+ desviacion estandar.

Letras mayusculas diferentes (A-C) en la misma columna (semanas diferentes) indican diferencias significativas (p<0,05).
Letras minusculas diferentes (a-c) en la misma fila (dietas diferentes) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla 4

Ensayos enzimaticos en plasma sanguineo de dorada alimentada con pienso con distintas dosis de extracto de

romero.
Semana Control R600 R1200 R1800 R2400
ALP 4 141.66 £25.83 134.19+23.27 139.57+£23.02 127.38+32.62 124.00 + 26.61
8 152.55+£25.75 13997+ 19.37 14525+£11.23 119.81£10.91 149.21 +34.77
12 130.66 + 6.90 122.98 £28.76 118.47+2.85 133.76 +42.39 147.76 + 21.60
Tiempo p=0.326
Dosis p=0.535
Tiempo*Dosis  p=0.507
ALT 4 25.92+7.82 1429+ 3.49 19.85£9.12 11.89 +2.67* 10.09 £3.90
8 33.52+£14.23"  18.65+7.38" 1532+ 145"  58.00+12.89%°  18.76 + 12.99"
12 5628 +18.76"  25.07+£2.04° 31.53+7.69°  15.84+9.72% 24.00 £ 6.45°
Tiempo p=0.006
Dosis p=0.038
Tiempo*Dosis  p=0.001
AST 4 26.13 +£20.56 15.40 £ 3.86 32.12+£26.78 2133 +6.46 16.04 + 8.74
8 3033 £17.12 21.46£7.61 11.63 £ 1.55 30.20 £ 6.79 21.68 +£9.62
12 33.02+32.22 29.46+£21.39 28.05+£1545 33.09+20.80 22.12+12.54
Tiempo p=0.403
Dosis p=0.826
Tiempo*Dosis  p=0.938

Valores medios de seis pecestdesviacion estandar.
Letras mayusculas diferentes (A-C) en la misma columna (semanas diferentes) indican diferencias significativas

(p<0,05).

Letras minusculas diferentes (a-c) en la misma fila (dietas diferentes) indican diferencias significativas (p<0,05).
ALP: Fosfatasa alcalina, ALT: Alanina aminotransferasa, AST: Aspartato aminotransferasa.
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Figura 1. Epiteio y lamina propia de inestino de dorada mostrando morfologia asintomatica,
independientemente de la dieta. (a) Dieta Control (H&E, X400), (b) dieta R600 (H&E, X400).




hTAY
¥ 3)5; s

Flgr2. Higao de oacia frs 1 eanas de engorde. (a) Dieta Control, abundante vacuolizacion y
desplazamiento del nucleo a la periferia (H&E, X100). (b) Dieta R600, reduccion de la vacuolizacion que

permite observar mayor cantidad de nicleos centrados y hepatocitos con morfologia regular localizados
alrededor de los espacios sinusoidales (H&E, X100).
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Figura 3. Area de hepatocitos medidos al azar en higado de doradas alimentadas con las distintas dietas
experimentales a durante 4, 8 y 12 semanas.
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Figura 4. Desplazamiento del nucleo (indice Lmax/Lmin) en hepatocitos medidos al azar en higado de
doradas alimentadas con las distintas dietas experimentales durante 4, 8 y 12 semanas.
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ANEXO 1

Influencia del aceite esencial de tomillo como
aditivo en pienso sobre el rendimiento y la
funcionalidad del intestino de la dorada (Sparus

aurata).






Influencia del aceite esencial de tomillo como aditivo en pienso sobre la

funcionalidad del intestino de la dorada (Sparus aurata).
A. Hernandez 1, B. Garcia Garcial, M.J. Caballeroz, M.D. Hernandez'

(a) IMIDA - Acuicultura. Carretera del puerto s/n, 30740, P.O. Box 65, San Pedro del

Pinatar, Murcia, Spain.

(b) IUSA. University of Las Palmas de Gran Canaria. Transmontafia s/n. 35413 Arucas,

Las Palmas de Gran Canaria, Spain.
Resumen

Se alimentaron doradas con dietas conteniendo dosis crecientes de aceite esencial de
tomillo (Thymus zygis subespecie gracilis -quimiotipo timol-): una dieta control (dieta
basal) y cuatro dietas (T1000, T2000, T3000 y T4000) con 1000, 2000, 3000 y 4000 mg
kg, respectivamente, de aceite esencial de tomillo. Se recogieron heces para la
determinacion de la digestibilidad aparente y, una vez finalizado el periodo
experimental (12 semanas), se sacrificaron los peces para realizar analisis biométricos,
de composicion corporal e histologia del intestino. No se observaron diferencias en
parametros del rendimiento o composicidon corporal, si en los indices biométricos. El
indice digestosomatico se redujo con T2000, el indice de grasa mesentérica y el indice
hepatosomatico tendieron a descender con la adicion de aceite esencial de tomillo. La
digestibilidad descendi6 con las dietas T2000 y T3000. En el intestino se observé una
fuerte migracién de linfocitos hacia la mucosa subepitelial con la dosis T1000,
acompafiada de un engrosamiento de la misma, mientras que con dosis altas se produjo

el efecto contrario.

Key words: Sparus aurata, Phytochemicals, Thyme essential oil, GALT, Digestibility.
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1.- Introduccion

Las plantas aromatico-medicinales y sus aceites esenciales se han usado histéricamente
para el cuidado y manejo de animales de granja, principalmente por sus propiedades
beneficiosas en la salud de los animales (ICS-UNIDO, 2007). En la primera mitad del
siglo pasado se generalizo el uso de antibidticos en animales de granja, tanto para el
tratamiento de enfermedades como para promover el crecimiento. Sin embargo, debido
a su contribucion al aumento de resistencias en patégenos humanos, su uso en animales
de granja fue prohibido en Europa en 2006, siendo los fitoquimicos unos sustitutos
prometedores. Entre ellos, los aceites esenciales y los compuestos aromaticos han sido
muy estudiados, ya que actuan a lo largo del sistema digestivo de los animales
modulando la flora intestinal y produciendo gran cantidad de beneficios (Kamel, 2001).
Los aceites esenciales han demostrado ser capaces de mejorar el crecimiento en cerdo y
en aves de corral en un porcentaje similar al producido por antibioticos (Franz et al.,
2010). También se han probado compuestos aromaticos aislados como es el caso del
timol y el carvacrol, aunque frecuentemente los resultados fueron mejores con aceites
esenciales completos o mezclas de varios compuestos (Bampidis et al., 2005, Halle et

al, 2004; Mathlouthi et al., 2012).

El principal modo de accidon de los aceites esenciales parece ser la regulacion de la
microflora intestinal. El timol y el carvacrol tienen una potente actividad
antimicrobiana, de las mayores encontradas en componentes de aceites esenciales
(Dorman & Deans, 2000). Se han propuesto como modos de actuacion la
desestabilizacion de la membrana al intercalarse entre los fosfolipidos (Shapiro &
Guggenheim, 1995), la inhibicion de la produccion de ATP o la modificacion de los

acidos grasos de la membrana (Ultee et al., 1999; Lambert et al., 2001; Veldhuizen et
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al., 2006). El carvacrol es capaz de inhibir la sintesis de flagelina, lo que hace a las
bacterias inmdviles y menos capaces de unirse al epitelio intestinal. También se han
encontrado otros efectos en animales terrestres que pueden proporcionar una mejor
funcionalidad al intestino. Entre ellos estd la reduccion de la produccidon de toxinas
bacterianas (Kroismayr et al., 2008), la estimulacion de las secreciones digestivas, la
mejora de la actividad de enzimas como la tripsina o la amilasa (Lee et al., 2003, Jang et
al., 2004, Platel & Srinivasan, 2004) y el retraso del vaciado gastrico (Manzanilla et al.,

2004).

Muchos de los resultados mostrados en articulos de investigacion son dificiles de
comparar porque se suele omitir informacidn acerca de la composicion exacta del aceite
esencial. Es importante conocer la dosis exacta aplicada de cada compuesto aromatico,
pues los fitoquimicos suelen tener una respuesta bifasica que puede cambiar en gran
medida dependiendo de las dosis estudiadas (Holst & Williamson, 2008). Esto, teniendo
en cuenta la gran variabilidad intraespecifica de estos aceites en plantas aromaticas y la
coincidencia de nombres comunes entre especies diferentes, es un gran problema (Franz

et al., 2010).

Los fitoquimicos ya han demostrado importantes efectos en el crecimiento y el
aprovechamiento del alimento, en el estado oxidativo, en la resistencia al estrés y en el
sistema inmune de peces (Citarasu et al., 2010). Sin embargo, los efectos en la
funcionalidad del sistema digestivo y del sistema linfoide asociado al intestino (GALT)
han sido poco estudiados en peces. Se han realizado pocos estudios utilizando tomillo
como aditivo alimentario, y ain menos con timol como compuesto mayoritario.
Mientras que en pez gato (Ictalurus punctatus) la administracién de extracto rico en

timol no tuvo ningln efecto en ganancia de peso, conversion del alimento y proteina en
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el filete (Zheng et al., 2009), en trucha redujo el FCR y los anaerobios totales en el
intestino, mejorando ademas el estado antioxidante y parametros inmunoldgicos
(Giannenas et al., 2012), aunque la composicion exacta del fitoquimico comercial
utilizado en este estudio es desconocida. También se han realizado otros estudios con
aceite esencial de tomillo (quimiotipo timol) en dorada, enfocados principalmente en la
calidad del pescado. En el estudio de Hernandez et al. (2014), muchos de los parametros
estudiados, de gran importancia en la medida de la calidad del pescado, mostraron una

relacion lineal con la dosis de aceite esencial administrado.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en peces y la gran cantidad de efectos
encontrados en otros animales, nuestro objetivo fue estudiar el efecto de dosis crecientes
del aceite esencial de Thymus zygis subsp. gracilis en el aprovechamiento del alimento

y la funcionalidad del intestino de la dorada.
2.- Material y métodos
2.1.- Animales y estabulacion

Se distribuyeron 225 doradas con un peso inicial de 55,1 + 8,7 g en 15 tanques (15
peces por tanque). Los tanques cilindro-conicos de 260 1 formaban parte de un circuito
cerrado con agua de mar (salinidad: 37 g/l; NO™: <0.1 mg/l; NO™: <0.1 mg/I; NH3: <0.5
mg/l; pH: 7,7), equipado con un filtro bioldgico, una lampara ultravioleta y una bomba
de calor que controla la temperatura del circuito. La temperatura y el nivel de oxigeno
fueron controlados diariamente con el objetivo de mantener la temperatura optima para
la dorada y el nivel de saturacion de oxigeno por encima del 70%. Los peces fueron
alimentados a saciedad aparente dos veces al dia y la ingesta fue controlada diariamente.
El experimento se llevé a cabo a lo largo de 12 semanas y las condiciones ambientales

fueron las del fotoperiodo natural (37°50°N, 0°46°0) y una temperatura constante (24.2
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+ 0.6°C). Cada cuatro semanas los peces fueron muestreados para obtener datos de peso
y talla. A partir de estos datos se calculo la tasa de crecimiento especifico (SGR), la tasa
de alimentacion especifica (SFR), el indice de conversion, la ingesta de proteina
digestible, la tasa de eficiencia proteinica, la retencidon de proteina, la ingesta de energia

digestible y la retencion de energia, de acuerdo a las siguientes formulas:

SGR =100 (Ln peso final — Ln peso inicial)

SFR = 100 (alimento ingerido / n° dias) / peso medio

FCR = alimento ingerido / peso ganado

DPI = ingesta de proteina digestible / [dias x biomasa media (g)] x 100

PER = Ganancia de peso (g) / proteina ofrecida (g)

PR = contenido final de proteina del pez — contenido inicial de proteina del pez /
contenido de proteina del pienso

DEI = energia digestible / [days x average biomass (g)] x 100

ER = contenido final en energia del pez — contenido inicial en energia del pez /

contenido en energia del pienso

2.2.-Aceite esencial de tomillo

En este experimento se utilizd un aceite esencial de tomillo (Thymus zygis subsp.
gracilis -quimiotipo timol-) proporcionado por Blas Lorente Gonzalez, S.L. (Murcia,
Espafia). La composicion cuantitativa del aceite esencial se determiné mediante

cromatografia de gases — espectrometria de masas y se detalla en la Tabla 1.

2.3.- Dietas experimentales

Los peces fueron alimentados con cinco dietas experimentales (por triplicado): una dieta

control (dieta basal) y cuatro dietas (T1000, T2000, T3000 y T4000) con 1,2,3y 4 g
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kg', respectivamente, de aceite esencial de tomillo. Estas dietas isoproteicas e
isoenergéticas fueron formuladas con un contenido lipidico de aproximadamente el 20
% (Tabla 1). Los ingredientes se mezclaron con una mezcladora horizontal RM-20
(MAINCA, Barcelona, Spain), primero los ingredientes soélidos, después el aceite de
pescado y por ultimo el agua. Debido a su naturaleza liposoluble, el aceite esencial de
tomillo fue disuelto en el aceite de pescado antes de mezclar éste con el resto de
ingredientes. Las dietas fueron elaboradas por coccién-extrusion, usando una extrusora
semi-industrial (E 19/25 D, Brabender® GmbH & Co.K.G., Duisburg, Germany). Las
condiciones de extrusion fueron: velocidad del tornillo de 50 rpm, diametro de pellet de
4mm y temperaturas de 50/60/68 °C. Estas temperaturas fueron escogidas con el
objetivo de no superar los 70°C a la salida de la extrusora y mantener la estabilidad de

los compuestos aromaticos.

2.4.- Cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC-MS)

Se analizaron muestras de 0,1 pL mediante cromatografia de gases — espectrometria de
masas (GC-MS). Se utilizé un cromatografo de gases Hewlett-Packard 5890 Series II
Plus, equipado con una columna HP-5 de 30 m x 0.25 mm con 0.25 um de espesor de
fase estacionaria. La columna fue suministrada por Agilent Technologies (Palo Alto,
CA, USA). El gas portador fue Helio (a presidon constante ajustada al tiempo de elucioén
de la B-ionona en 25,5 minutos) y la divisién de flujo en la inyeccion se establecio en
100:1. EI cromatégrafo de gases estaba acoplado a un detector de espectrometria de
masas (Agilent Model 5972, Palo Alto, CA). El programa del horno que se aplicé se
corresponde con una temperatura inicial de 60°C, aumentando en 2,5 °C/min hasta 155
°C y finalmente elevada hasta 250 °C a 10 °C/min. El puerto de inyeccidn y la linea de

transferencia al detector selectivo de masas se mantuvieron a 250 y 280°C,
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respectivamente. El espectrometro de masas fue utilizado en modo “ionizacidon por
impacto” con una energia de ionizacion de 70 eV, escaneando desde m/z 50 a 500, a
3.21 scan/seg. La temperatura del cuadrupolo fue de 150°C y el voltaje del

multiplicador de electrones se mantuvo a 1300 V (Jordan et al, 2009).

Los componentes individuales fueron identificados en base a sus tiempos de retencion y
sus indices de Kovats (relativos a n-alcanos C¢-Cy7), comparados a su vez con los de
compuestos de referencia y por comparacion de espectro de masas utilizando la libreria
NBS75K (United States, National Bureau of Standards, 2002) y los espectros obtenidos
de los estindares de referencia. La composicion porcentual de las muestras fue
calculada de acuerdo al area de los picos cromatograficos, utilizando el contenido i6nico

total.
2.5.- Relaciones biométricas y composicion proximal de los peces

Al final del periodo de engorde se sacrificaron 9 peces de cada tanque, de los cuales 3
fueron triturados para la determinacion de macronutrientes y los 6 restantes fueron
diseccionados. De ellos se extrajo el higado, el intestino y la grasa mesentérica, que
fueron pesados por separado. A partir de los datos de peso obtenidos para los érganos y

los datos de talla y peso se calcularon los siguientes indices somaticos:

Factor de condicién (CF) = 100x (peso corporal / longitud®)
Indice hepatosomatico (HSI) = 100x (peso del higado / peso corporal)
Indice digestosomatico (DSI) = 100x (peso del digestivo / peso corporal)

Indice de grasa mesentérica (MFI) = 100x (peso de grasa mesentérica / peso corporal)

El contenido en nutrientes de las dietas, las heces y los peces enteros se determinaron

mediante los procedimientos de la AOAC (1997), para materia seca (934.01), proteina
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como 6.25 x contenido en nitrogeno (928.08), grasa (960.39), cenizas (942.05) y fibra

cruda (978.10).
2.6.- Analisis histologico del intestino

Se diseccionaron los intestinos de cada pez y se introdujeron, para su fijacidon, en formol
al 10%, tamponado a pH 7 y estabilizado con metanol (Panreac Quimica S.L.U.,
Barcelona, Espafia), en una relacion inferior a 1/10 (muestra/fijador). Las muestras se
mantuvieron en el liquido fijador hasta su posterior procesado y analisis histoldgico.
Para cada individuo, se obtuvieron 3 segmentos del intestino anterior y 4 segmentos del
intestino posterior, para luego ser incluidos en parafina. Para la preparacion de las
laminas histoldgicas se hicieron cortes a 4um y se tifieron con hematoxilina-eosina. En
las laminas de intestino se evaluaron la cantidad de agregados linfocitarios, de
granulocitos y el engrosamiento de la lamina propia. Esta evaluacion se llevé a cabo por
dos cientificos, de forma individual e ignorando la identidad de cada muestra y los
tratamientos experimentales. Previamente se establecidé un sistema de puntuacion
histologica de la forma siguiente: 0, no observado; 1, escaso; 2, moderado; 3, alto
(Figura 1). Se tomaron microfotografias de intestino usando un microscopio Nikon

Microphot-FXA y una camara Olympus DP50.
2.7.- Determinacion de la digestibilidad aparente

La recogida de heces se llevd a cabo durante el Gltimo mes del experimento. Los peces
fueron alimentados con las mismas dietas experimentales, pero conteniendo 1g kg™ de
oxido de itrio como marcador. Después de un periodo de adaptacién a las dietas de una
semana, las heces fueron recolectadas durante 4 semanas, 4 dias a la semana. Estas

fueron centrifugadas (4 °C, 4000 rpm, 15 minutos) y liofilizadas para analizar
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posteriormente macronutrientes y contenido en o6xido de itrio. El coeficiente de

digestibilidad aparente se calculd (ADC) de acuerdo a la siguiente formula:

ADC (%) =100 — [100(% I diet/ % I faeces) x (% N faeces/% N diet)]

Donde 7 es el marcador (6xido de itrio), y N es el nutriente. El contenido en Itrio se
midi6 mediante espectrometria atomica (ICP-OES; Vista-MPX, Varian) tras la
digestion acida de la muestra en un sistema microondas (Ethos 1, Milestone). La
digestion acida se llevo a cabo pesando 1g de pienso o 0,3g de heces liofilizadas en un
recipiente para microondas, afladiendo 15 ml de 4cido nitrico libre de metales traza y
utilizando el siguiente programa en el digestor microondas: 3” 700W 100 °C; 10° 700 W
165 °C; 37 700W 185 °C; 15° 700W 185 °C. Se calcularon los ADC para materia seca

(ADCppw), proteina (ADCp), grasa (ADCr) y MELN (ADCxgg).

2.8.- Analisis estadistico

En el anélisis estadistico de los datos se utiliz6 ANOVA de una via para determinar las
diferencias estadisticas entre las distintas dosis. En el caso del estudio histoldgico del
intestino se utilizo el test de Kruskall-Wallis, debido a la naturaleza semicuantitativa de
los datos (tres categorias del sistema de puntuacion) y el no cumplimiento del requisito
de normalidad de los datos (Uran et al., 2009). Las diferencias entre cada uno de los
grupos experimentales se determinaron por pares mediante el test de la U de Mann-

Whitney.

3.- Resultados

Todas las dietas fueron bien aceptadas por los peces, sin diferencias significativas en la
ingesta entre las distintas dosis. La supervivencia no descendié del 98% en ninguno de

los grupos. Los valores de SGR fueron los normales para estas condiciones y el FCR
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estuvo por encima de lo normal con todas las dietas, incluida la dieta control (Tabla 3).
En otros indices se observaron ciertas tendencias: el incremento de peso (WGQG), la
retencion de proteina (PR) y la retencidon de energia (ER) mostraron valores medios
ligeramente inferiores con las dietas con aceite esencial de tomillo, aunque sin

diferencias significativas.

La digestibilidad aparente (ADC) de los nutrientes de la dieta varid con la dosis de
aceite esencial de tomillo (Tabla 4). E1 ADC de materia seca, proteina, grasa y energia
descendi6 con las dosis T2000 y T3000. Los ACD se recuperaron con la dosis T4000,
siendo superiores a T2000 y en el caso de la grasa igual al control. Para la proteina la
digestibilidad fluctué entre 92.9 % y 89.5 % mientras que para grasa estuvo entre 95.8
%y 97.9 %. El ADC de materia extraible libre de nitrégeno fue menor, con valores
entre el 80.7% con la dosis T3000 y un maximo de 85.9% con la dieta control, no
existiendo diferencias significativas entre dosis. Las diferencias observadas en

digestibilidad no se tradujeron en diferentes valores de DPI, DEI, PR o ER (Tabla 3).

La composicion corporal de los peces después del ensayo de engorde no fue diferente
entre dosis (Tabla 5). En cuanto a los indices biométricos, se observaron diferencias en
el indice digesto-somatico (DSI), siendo el valor de T2000 significativamente inferior al
grupo control. El factor de condiciéon (CF) no mostr6é diferencias significativas entre
grupos experimentales, al igual que el indice hepato-somatico (HSI) y el indice de grasa
mesentérica (MFI). En estos dos ultimos indices, es de destacar los valores medios

ligeramente inferiores de las dietas con aceite esencial de tomillo.

El estudio histoldgico del intestino mostré diferencias entre dosis en el intestino anterior
(Figura 2), revelando un efecto importante del aceite esencial de tomillo en el

movimiento de linfocitos y otras células del sistema inmune asociado al intestino
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(GALT). Los peces alimentados con la dosis T1000 se caracterizaron por un infiltrado
de linfocitos en la mucosa subepitelial, acompafiado por una tendencia a aumentar la
abundancia de granulocitos. Con dosis altas (T3000 y T4000) Ila infiltracion de
linfocitos fue menor a T1000 y en el caso de la dosis mas alta fue significativamente
menor al control. En dosis altas también se observd una tendencia a descender la

abundancia de granulocitos y el engrosamiento de la mucosa subepitelial.

En la morfologia del intestino posterior no hubo diferencias significativas entre dietas,
si se observaron tendencias en todos los parametros de forma similar a lo ocurrido en el
intestino anterior. El efecto del aceite esencial de tomillo fue en general mas prominente

en el intestino anterior que en el posterior.

4.- Discusion

Se han probado compuestos ricos en timol y carvacrol en peces, con buenos resultados
en rendimiento a unas dosis similares a las nuestras (Ahmadifar et al., 2011). También
se han probado aditivos comerciales incluidos en el pienso al 1 g/kg y conteniendo
0,6% en timol (Giannenas et al., 2012), con una mejora de la conversion del alimento.
Sin embargo, la inclusién aislada de carvacrol en la dieta a 250 o 500 mg/kg no produjo
cambios en el crecimiento o en el aprovechamiento del alimento (Volpatti et al, 2013).
Aparte de la escasa bibliografia acerca del efecto del aceite esencial de tomillo sobre el
rendimiento de peces, los trabajos sobre su inclusion en dietas para aves de corral son en
algunos casos contradictorios. Por lo general se observa un efecto beneficioso del aceite
esencial de tomillo sobre el crecimiento de los animales (Abdel-Wareth et al., 2012;
Bolukbasi et al., 2006; Cross et al., 2007; Toghyani et al., 2010). En otros estudios se
observa que a ciertas dosis (500 mg/kg, 1000 mg/kg) mejora el indice de conversion

pero empeora con dosis superiores (3000 mg/kg) (Bolukbasi & Erhan, 2007). En
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nuestro caso no hay diferencias suficientes en cuanto al rendimiento de los peces, pero
se puede apreciar una tendencia a producir una menor ganancia de peso y peor
conversion del alimento con dietas que contienen aceite esencial de tomillo. Teniendo
en cuenta que el aceite esencial de tomillo tiene mejores efectos en el crecimiento que
otros componentes de la planta (Cross et al., 2007), es posible que la ausencia de un

efecto beneficioso en nuestros peces se deba a la dosis aplicada.

El efecto del aceite esencial de tomillo en los indices somaticos también es importante
ya que éstos proporcionan informacion acerca del estado fisioldgico de los peces. La
tendencia a descender el HSI y el MFI de los peces con la adicion de aceite esencial de
tomillo podria indicar un efecto sobre el metabolismo lipidico, como ya se ha
demostrado en aves. Esta modulacion del metabolismo lipidico en aves se tradujo en
ocasiones en la reduccion de los indices HSI y MFI (Abdulkarimi et al, 2011), del
contenido lipidico del musculo (Bolukbasi et al., 2006; El-Ghousein et al., 2009) y de
ciertos parametros sanguineos como el colesterol HDL (Toghyani et al., 2010). A pesar
de que no existen diferencias en la composicion corporal de nuestros peces, los que se
alimentaron con dietas que contenian dosis altas de aceite esencial de tomillo tuvieron
un contenido medio en grasa ligeramente inferior al control. Las diferencias observadas
en el indice digestosomatico muestran una respuesta interesante proporcional a los
cambios en digestibilidad. El descenso del peso del intestino sobre todo con la dosis
T2000 podria estar acompafado de un acortamiento del intestino, lo que pudimos intuir
durante el procesado histolégico. El descenso de peso del digestivo podria no deberse
simplemente a un acortamiento, sino también a la reduccion de grosor de la mucosa
subepitelial, por lo que serian necesarios estudios biométricos mas detallados para poder
establecer una relacion entre este indice, la histologia y la digestibilidad. En cualquier

caso, en dosis altas, el aceite esencial de tomillo tiene efectos perjudiciales sobre la
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digestibilidad de los principales nutrientes (proteina y grasa) en peces. Esto no se
traduce en un descenso de DPI, PR, DEI o ER, lo cual indica que los cambios en

digestibilidad no son suficientes para afectar significativamente al rendimiento.

La absorcion mayoritaria de grasas en el intestino anterior de peces (Vernier &
Mellinger, 1990) y la naturaleza liposoluble del aceite esencial de tomillo puede haber
propiciado que el efecto en el GALT y en la morfologia sea mucho mas patente en el
intestino anterior. La administracion de polifenoles por via oral induce la expresion de
genes involucrados en muchas funciones fisioldgicas, principalmente la respuesta
inflamatoria y el metabolismo de esteroides (Dolara et al., 2005). Incluso algunos
autores proponen que las actividades no-antioxidantes de los polifenoles podrian ser
mas importantes y bioldgicamente relevantes que sus actividades antioxidantes (Surai et

al., 2004).

Se ha propuesto por varios autores un efecto dosis-respuesta bifasico para los
fitoquimicos —definido como “hormesis” en toxicologia-, al igual que el encontrado en
varios aspectos de nuestros peces (Mattson et al., 2008b, Host & Williamson, 2008).
Este tipo de efecto dosis dependiente se basa en una cierta actividad beneficiosa o
estimulante a dosis bajas y un efecto mas perjudicial o inhibitorio a dosis altas conforme
aumenta la dosis. Existe la evidencia de que, al menos algunos fitoquimicos, ejercen sus
efectos beneficiosos activando rutas de respuesta adaptativa al estrés (Mattson et al.,
2008a), actuando como “low dose stressors”. Se ha observado que la aplicacién a dosis
bajas de fitoquimicos presentes en el ajo y en brécoli activa la transcripcion de un
grupo de genes llamado “elemento de respuesta antioxidante” (ARE) que codifica varias
enzimas antioxidantes citoprotectivas (Balogun et al., 2003; Chen et al., 2004).

Giannenas et al. (2012) estudiaron la actividad de la glutation-S-transferasa (una de las
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enzimas codificadas por ARE) en trucha alimentada con dietas suplementadas con
carvacrol y timol a dosis muy bajas, observando un aumento de su actividad, por lo que
este tipo de vias de actuacion podrian funcionar de igual manera en peces. Ademas,
como ya es conocido en humanos, los resultados en animales muestran que el modo de
actuacion de los aceites esenciales y extractos se debe, al menos en parte, a la irritacion
del epitelio con el consiguiente incremento en secrecion de mucus y enzimas (Franz et

al., 2010).

Los cambios en el movimiento de células inmunitarias en el intestino sugieren una
estimulacion del sistema inmune con la dosis mas baja (T1000), acompafiado de cierta
inflamacion. Esto podria ser debido al reconocimiento y manejo de los compuestos
presentes en el aceite esencial de tomillo como xenobioticos, produciendo una respuesta
inmune que explicaria su absorcion realmente baja, de entre un 1 y un 60% (Manach et

al., 2005; Kahle et al., 2005)

El efecto observado a dosis altas, reduciéndose la presencia de linfocitos por debajo del
grupo control, acompafiado de la tendencia a reducirse el tamafio de la mucosa
subepitelial, podria estar relacionado con la actividad anti-inflamatoria del timol y del
carvacrol. Ocafia & Reglero (2012) estudiaron el efecto de varios aceites esenciales de
tomillo sobre la producciéon y expresion de citoquinas, observando una reduccion de la
produccion y expresion de mediadores pro-inflamatorios como TNF-a, IL-18 e IL-6 y
un aumento en la citoquina anti-inflamatoria IL-10. Este efecto fue mas intenso con el
aceite esencial de Thymus zygis, con mayor contenido en timol que los otros y similar al
de nuestro aceite esencial. Lima et al. (2013) observaron un efecto similar del carvacrol,
comprobando en este caso que el papel principal de IL-10 en la reduccion de

mediadores pro-inflamatorios y pudiendo estar mas relacionada con la diana de este
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compuesto. Se ha demostrado el efecto inhibitorio del timol sobre la produccion de
enzimas relacionadas con procesos inflamatorios, como es el caso de la elastasa y la
ciclooxigenasa (Marsik et al., 2005; Braga et al., 2006). Esta tltima es diana también de
potentes farmacos anti-inflamatorios como el ibuprofeno y la aspirina. Sin embargo,
ademas de las actividades demostradas “in vitro”, es necesario comprobar estos efectos
en modelos animales. El timol y el carvacrol parecen tener un efecto anti-inflamatorio
en el intestino de raton mediante la administracién oral (Nakhai et al., 2007) ya que la
administracion de aceite esencial de Zataria multiflora, en el que predominan estos dos
compuestos reduce la inflamacion del intestino de forma comparable a la prednisolona
dependiendo fuertemente de la dosis. Aunque el efecto del aceite esencial en aspectos
histoldgicos propios de inflamacion en la dorada es evidente, seria necesario el estudio
de parametros bioquimicos (Nakhai et al., 2007) o de la expresion génica y produccion
de citoquinas “in situ” para confirmar el efecto anti-inflamatorio y dosis-dependiente en
peces. Este posible efecto anti-inflamatorio a dosis altas no tiene una aplicacion a priori
en peces, a no ser que se busque reducir estados inflamatorios como la enteritis
producida por proteinas de la soja, de gran interés en acuicultura (Uran et al, 2009a,

2009b).

Un efecto inmuno-estimulante como el que se observa con la dosis T1000 puede ser
beneficioso para el pez en varios aspectos de su fisiologia. El efecto beneficioso de
inmuno-estimulantes como los oligosacaridos de manosa (MOS) en peces abarca
muchos aspectos del pez, desde el propio sistema inmune hasta la fisiologia general
(Torrecillas et al., 2014). Segln estos autores la estimulaciéon del GALT mejora la
integridad del intestino, la secreciéon de mucus y el funcionamiento del metabolismo
lipidico y glucidico. El efecto de los polifenoles sobre el metabolismo lipidico y

glucidico afectando directamente a la actividad enzimatica y al funcionamiento de
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determinados organos (Bakirel et al., 2008; Cui et al., 2012) indica que podrian haber

varias vias de actuacion simultdneas de los polifenoles afiadidos a la dieta.

El efecto perjudicial del aceite de tomillo sobre la digestibilidad a dosis altas es de tener
en cuenta, aunque la recuperacion parcial con la dosis mdas alta podria sugerir la
necesidad de un estudio mas amplio en cuanto a dosis ya que detras de estos resultados
puede existir un efecto dosis-respuesta mas complejo (Figura 3) y no apreciable en el

rango de dosis estudiado (Murado & Vazquez, 2007).

5.- Conclusion

El aceite esencial de tomillo afiadido al pienso de dorada produce importantes efectos en
la digestibilidad y la movilidad de células inmunes del GALT. Ambos aspectos
muestran una respuesta bifasica a la inclusion de aceite esencial de tomillo, del tipo
observado en gran nimero de fitoquimicos. La digestibilidad de proteinas y grasas se
reduce con las dosis de 2000 y 3000 mg/kg. A pesar de la ausencia de cambios en el
rendimiento del engorde, los indices biométricos sugieren un cambio en el metabolismo
y el peso del intestino se reduce proporcionalmente a la digestibilidad. Los analisis
histoldgicos sugieren un efecto anti-inflamatorio del timol a dosis altas en el intestino de
dorada, ya observado “in vitro” y en el intestino de otros animales. La dosis T1000
produce cierta estimulaciéon del GALT, lo que, junto con la ausencia de cambios en
digestibilidad la hace la mas aceptable para dorada. En general, los resultados obtenidos
sugieren que habria que utilizar dosis mas bajas con el objetivo de mejorar la fisiologia

general de la dorada.
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Tabla 1
Composicion quimica del aceite esencial de Thymus zygis subsp. gracilis.

R.I (%) Concentracion relativa
Hidrocarburos terpénicos
a-Thujene 923 0,41
o -Pinene 928 0,68
Camphene 939 0,23
B —Pinene 961 0,11
B —Myrcene 974 0,85
o -Phellandrene 985 0,17
Asz-Carene 991 0,07
a -Terpinene 997 1,33
p-Cymene 1005 14,91
Limonene 1009 0,49
(E)-B-Ocimene 1029 0,02
y -Terpinene 1041 3,60
Terpinolene 1072 0,13
(E)-Caryophyllene 1417 1,64
Aromadendrene 1434 0,15
o -Humulene 1448 0,45
(Z£)- P -Bisabolene 1508 n.d.
(2)- a -Bisabolene 1545 n.d.
Viridiflorene 1490 0,13
0-Cadinene 1521 0,06
Alcoholes
1-Octen-3-ol 964 0,03
3-Octanol 978 0,02
(£)-Sabinene hydrate 1049 0,22
Linalool 1088 2,34
Borneol 1159 0,57
Terpinen-4-ol 1172 0,55
Cetonas
3-Octanone 970 0,03
Carvone 1256 n.d.
Fenoles
Thymol methyl ether 1248 0,37
Thymol 1314 64,91
Carvacrol 1318 4,39
Eugenol 1363 n.d.
Epoxides
(£)- Linalool oxide 1055 0,02
Caryophyllene oxide 1583 0,20
Esteres
1,8-Cineol 1011 0,03
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Tabla 2
Ingredientes y composicion proximal de las dietas experimentales.

Control  T1000  T2000  T3000  T4000

Ingredientes(g/kg)
Aceite de pescado 150
Gluten de trigo 80
Harina de pescado 560
Harina de trigo 200
Premix vitaminico-mineral (%) 10
Aceite esencial de tomillo (g/kg) - 1 2 3 4
Composicion proximal (% materia seca)
Materia seca 91,3 87,6 86,9 84,2 85,7
Proteina 44,6 45,5 45,8 46,6 46,1
Grasa 21,3 20,7 20,4 19,9 20,7
Cenizas 10,9 11,0 11,0 11,0 11,0
MELN © 22,9 22,5 22,4 22,1 21,8
Fibra 0,3 0,4 0,5 0,4 0,5
Contenido en nutrientes digestibles (% materia seca)
Proteina digestible 34,0 32,9 29,7 31,6 32,7
Grasa digestible 19,8 18,9 17,6 17,6 18,7
Energia digestible (MJ kg'l) 15,2 14,5 13,2 13,2 14,1

@ Premix vitaminico-mineral, de acuerdo a las recomendaciones NRC (1993) para peces.
® Materia extraible libre de nitrégeno.
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Tabla 3

Efecto de la dieta en el crecimiento, la utilizacion de los nutrientes y la supervivencia.

Control T 1000 T 2000 T 3000 T 4000

IW (g) 55,5+1,4 55,1+1,5 54,1+1,5 56,0+0,3 55,1+1,9
FW (g) 188,5+4,6 185,9+12,3 178,4+17,1 183,9+15,1 180,0+6,2
WG (g) 133,0£3,2 130,8+11,0 124,3+15,7 127,9+14,9 125,0+10,2
SGR 1,42+0,00 1,41£0,05 1,38+0,08 1,38+0,09  1,38+0,03
SFR 2,72+0,02 2,81+0,17  2,84+0,14  2,74+0,06  2,84+0,05
FCR 2,14+0,02 2,23+0,19  2,29+0,17  2,2240,16  2,29+0,01
DPI (o pP 100g pez-1 dia-1) 1,15+0,01 1,18+0,08 1,16+0,05 1,13+£0,01  1,18+0,01
PER 1,05+0,01 0,99+0,08  0,96+0,07  0,97+0,07  0,95+0,00
PR (%) 40,4+0,3 37,34£3,2 38,0+3,0 38,9+3,2 37,9+0,1
DEI ki DE 100g pez-1 dia-1) 0,51£0,01 0,51£0,03  0,51+0,02  0,49+0,01  0,51%0,01
ER (%) 59,2+0,5 59,4+4,7 56,8+4,0 57,7+4,0 54,0+0,2
Supervivencia (%) 100 98 98 100 100

IW: peso inicial; FW: peso final; WG: peso ganado; SGR: tasa de crecimiento especifico;
SFR: tasa de alimentacion especifica; FCR: factor de conversion de alimento; DPI: ingesta
de proteina digestible; PER: coeficiente de eficiencia proteica; PR: retencién de proteina;
DEI: ingesta de energia digestible; ER: retencion de energia.
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Tabla 4
Coeficientes de digestibilidad aparente (ADC) de los principales nutrientes para peces
alimentados con las distintas dietas experimentales (en % de materia seca).

Control Timol 1000  Timol 2000  Timol 3000 Timol 4000

ADCpum 85,6£0,0°  85,0+0,6°  81,6£0,1°  81,3+04°  83,2+0,0
ADCcp 92,9+0,7¢  91,7+0,7°°  89,5£0,9°  90,4+1,0"  91,3+0,9"
ADCcr 97,9+0,6°  97,4+0,4™  958+0,9°  96,5+0,7°  97,1+0,8"°
ADCyrg 85,942,6  852+33 83,4+1,5 80,7£1,0  83,6+1,9
ADCg 93,5£0,8°  92,6+0,6”  90,6+0,2° 90,6£0,8"°  92,0+0,4"

DM: Materia seca; CP: proteina; CF: grasa; NFE: Extracto libre de nitrogeno; E:
Energia
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Tabla 5

Composicion corporal (%) e indices biométricos de los peces alimentados con las distintas
dietas experimentales.

Control T 1000 Timol 2000  Timol 3000  Timol 4000
Humedad 61,00£0,50  60,91+0,56  62,12+0,97  62,13£0,15  61,68+1,07
Proteina bruta  16,50+0,05 16,26+0,27 16,27+0,03 16,47+0,20 16,59+0,21
Grasa bruta 17,66£1,36  18,41+0,04  17,25£1,59  16,79+0,63  16,65+1,76
Minerales 3,61£0,09  3,36+0,11 3614024  3,63+0,26  3,39+0,12
CF 1,810,090  1,80+0,11 1,79+0,11 1,82+0,12  1,79+0,10
HSI 1,78+0,32  1,67+0,29 1,67+0,31 1,69+0,41 1,57+0,31
DSI 1,6540,25°  1,53+0,19®  1,4040,20°  1,58+0,22°  1,54+0,27%
MFI 1,49+0,76  1,44+0,54 1,36£0,77  1,54+0,54  1,47+0,59

CF: Factor de condicion; HSI:

Indice de grasa mesentérica

Indice hepatosomatico; DSI: Indice digestosomatico; MFI:
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Figura 1. Ejemplos de preparaciones histologicas puntuadas con la maxima o la minima puntuacion: (1A)
agregados linfocitarios, puntuacion 1; (1B) agregados linfocitarios, puntuacion 3; (2A) granulocitos,
puntuacion 1; (2B) granulocitos, puntuacion 3; (3A) mucosa subepitelial, puntuacion 1; (3B) mucosa

subepitelial, puntuacion 3.
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Figura 2. Parametros histologicos en el intestino anterior (a) y en el intestino posterior
(b) de dorada alimentada con las distintas dosis experimentales (uds. relativas).
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Influencia de la inclusion de aceites vegetales en la dieta sobre el
rendimiento en el engorde de la dorada (Sparus aurata)

A. Hernandez", B. Garcia-Garcia®, R. Fontanillas®, M.D. Hernandez®

"IMIDA-Acuicultura. Consejeria de Agricultura y Agua de la Region de Murcia. Apdo. 65. 30740.
San Pedro del Pinatar. Murcia. Spain. *e-mail: angel.hernandez8@carm.es
bSkretting Aquaculture Research Center, ARC, Stavanger, Norway.

Abstract

The aim of this work is to describe the effect of partial replacement of fish oil on growth and intake of gilthead seabream (Sparus
aurata). For this purpose, 464 fishes were placed in 12 tanks in recirculated circuit. Two diets were used, one only with fish oil and
another with 75% replacement of soybean oil and rapeseed oil, and each group were feed with a different program during 27 weeks.
Multiple regression analysis was used to evaluate the effect of diet and other variables like body weight and temperature on growth
and intake. Both models obtained were significant (p<0.01) and also all the coefficients (p<0.01). The main variation of dependent
variables (SGR and DIR) were due to body weight, the effect of diet was lower but significant and there were interaction between
body weight and diet. In view of these results, we can conclude that the effect of partial replacement of fish oil on growth and intake
depends on the weight of the fish, and it is greater in animals weighing less than 200 g.

Justificacion

En dietas comerciales para peces, se sustituye parte del aceite de pescado por aceites de origen vegetal. Si
los requerimientos de 4cidos grasos esenciales estan cubiertos, se puede sustituir hasta un 60-75% del
aceite de pescado por otras fuentes sin afectar significativamente al crecimiento, la ingesta o la eficacia
alimentaria (Turchini, Torstensen y Ng, 2009). En estudios anteriores (Izquierdo et al, 2003; Wassef,
Wahby y Sakr, 2007), se observaron pocas diferencias en crecimiento, sin embargo, el grupo control
(dieta con aceite de pescado) alcanzo mayor peso, lo que sugiere que el disefio experimental o el
tratamiento estadistico de los datos tienen una potencia limitada y se podrian producir errores tipo Il
(Turchini, Torstensen y Ng, 2009), asumiendo que no hay diferencias cuando en realidad existen.
Ademas, el conocimiento existente de como afectan las dietas con sustitucion parcial durante del ciclo de
engorde y en distintos periodos, es escaso.

Por todo ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar como afecta la sustitucion parcial de aceite de
pescado por aceites vegetales al crecimiento y a la ingesta durante el ciclo de engorde de la dorada, y
desarrollar ecuaciones que expliquen las posibles variaciones.

Material y Métodos

Se utilizaron 464 doradas con un peso medio de 63,4+11,5g, a las que se les implantd un microchip
intramuscular. Se distribuyeron en 12 tanques circulares de 8501 que operan dentro de un circuito cerrado
de agua de mar. Se formularon dos dietas, isoproteicas e isocaloricas, una de ellas (D1) con aceite de
pescado (20%) y la otra (D2) con sustitucion de parte de este aceite por una mezcla de aceite de colza y
soja (6% de cada tipo). Con estas dietas se establecieron 12 programas de alimentacion distintos,
consistentes en: un programa siempre con D1, otro programa siempre con D2, 5 programas que
comenzaron con D1 y cambiaron paulatinamente cada 50g de aumento de peso a D2 y otros 5 programas
que comenzaron con D2 y cambiaron de la misma manera a D1. En todos los casos la alimentacion fue
manual y a saciedad. El experimento tuvo una duraciéon de 27 semanas (de Mayo a Noviembre) y,
aproximadamente cada mes, fueron pesados individualmente todos los ejemplares.

Los datos fueron tratados con el andlisis de regresion multiple. Las variables dependientes fueron, la tasa
de crecimiento especifico (SGR) y la tasa de ingesta relativa (DIR). Las variables independientes fueron
el peso corporal (P); la temperatura del agua (T); y la dieta que se les suministraba en cada periodo como
variable cualitativa (D, se asigna el valor de 1 a la dieta D1 y 2 a la D2), y se evalu6 también la posible
interaccion entre Py D. Los datos se ajustaron a la ecuacion (1), donde Y es SGR o DIRy a, b, c,dy e
son los coeficientes de la regresion.
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InY= Ina+ bD+cT+dInP+eDInP (1)

Se utilizé el ANOVA para evaluar la significacion del modelo y el test de Student para la significacion de
los coeficientes. También se calcul6 el coeficiente de correlacion ajustado y el error de la estimacion.

Resultados y Discusion

Las dos ecuaciones obtenidas fueron significativas (p<0,01), asi como todos los coeficientes de la
regresion. El ajuste de los datos a las ecuaciones fue de 70,55% para el SGR y de 91,63% para la DIR. En
las Figuras 1 y 2 se muestra la simulacion de las dos ecuaciones para una temperatura de 24 °C.

Ln(Y)= a+ b*Dieta + c*Temperatura + d*Ln(Peso)+e*Dieta*Ln(Peso)
p<0,001; R?ajustada: 0,92

Ln(Y)= a+ b*Dieta + c*Temperatura + d*Ln(Peso)+e*Dieta*Ln(Peso)
p<0,001; R?ajustada: 0,71
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Figura 1. SGR para dietas Vegetal y Pescado Figura 2. DIR para dietas Vegetal y Pescado
Como se puede observar, la principal variacion de las variables dependientes es debida al peso corporal.
El efecto de la dieta, aunque es pequefio, es significativo (p<0,05) y también el de la interaccion entre P y
D, y ello supone que éste disminuye segiin aumenta el peso corporal. Este efecto es mas patente para SGR
que para DIR, donde es practicamente despreciable. Asi pues, el efecto de la sustitucion parcial de aceite
de pescado por aceites vegetales, en las condiciones del presente experimento, afecta principalmente al
crecimiento en ejemplares de pesos corporales comprendidos entre 60 y 200g, obteniendo la mayor tasa
de crecimiento para los ejemplares alimentados con aceite de pescado, aunque las diferencias son
pequeiias. Estudios como éste son necesarios para determinar como afecta el nivel de sustitucion en
distintas etapas de crecimiento, pudiendo asi disefiar una alimentacion eficiente, sostenible y econdmica a
lo largo de todo el engorde.
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Abstract

Five different fish feed were manufactured: control (basal diet); BHT (basal diet with 200mg/Kg of butylated hydroxitoluene);
rosemary (basal diet with 600mg/Kg of rosemary extract — Rosmarinus officinalis); carvacrol (basal diet with 500mg/Kg of essential
oil of Thymbra capitata, carvacrol chemotype); and thymol (basal diet with 500mg/Kg of essential oil of Thymus zygis, subspecies
gracilis, thymol chemotype). The experiment was carried out by storing the feed in hermetic bags, protected of light, at temperatures
of 4°C and 25°C. Samples were extracted after 4, 8, 12 and 24 weeks. Ferrous-induced TBARS was masured at each sample point
and at four incubation times: 0, 50, 100 and 150 minutes. Factorial ANOVA were performed with treatment (antioxidant compound)
and weeks of storage as factors. The highest values of TBARS were observed for control and the lowest values were observed for
BHT, thimol and rosemary. Therefore, thimol and rosemary protect from oxidation at a similar level than BHT and can be good
candidates for substitution of synthetic antioxidants.

Justificacion

El alimento para peces, debido a su formulacion con harina y aceite de pescado, tiene un alto contenido
en acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de cadena larga, hecho que lo hace especialmente susceptible a
la oxidacion. Con el objetivo de proteger las grasas, los piensos comerciales incluyen antioxidantes
sintéticos, principalmente BHT (en aceite de pescado) y etoxiquina (en harina de pescado). Debido a que
estos antioxidantes pasan al filete en gran medida, hasta niveles levemente inferiores a los permitidos
(Bohne, Lundebye y Hamre, 2008), se hace recomendable la sustitucion de estos compuestos por otros de
origen natural, de mayor aceptacion. En este sentido, se ha estudiado el efecto de algunos antioxidantes
naturales como el extracto de romero, el acido citrico o diferentes tocoferoles, en la conservacion del
pienso para peces con resultados prometedores (Hamre, Kolas y Sandnes, 2010). Por todo ello, el objetivo
de este trabajo es estudiar el efecto antioxidante de sustancias naturales provenientes de plantas
aromaticas sobre la oxidacion lipidica en el pienso para peces marinos.

Material y Métodos

Se prepararon cinco piensos diferentes: control, dieta basal sin antioxidantes afiadidos; BHT, con
200mg/Kg de butil-hidroxitolueno; romero, con 600mg/Kg de extracto de romero — Rosmarinus
officinalis); carvacrol con 500mg/Kg de aceite esencial de tomillo (Thymbra capitata, quimiotipo
carvacrol); y timol con 500mg/Kg de aceite esencial de tomillo (7hymus zygis, subespecie gracilis,
quimiotipo timol). Estas dietas, con un 20% de lipidos y un 45% de proteinas estaban compuestas de
harina de pescado, gluten de trigo, harina de trigo, aceite de pescado y un complejo vitaminico-mineral.
La fabricacion del pienso se llevo a cabo con una extrusora semi-industrial (E 19/25 D BRABENDER).
Los compuestos antioxidantes se mezclaron con el aceite de pescado y éste a su vez con el resto de
ingredientes. El experimento de almacén se llevd a cabo en bolsas herméticas, protegidas de la luz, a las
temperaturas de 4°C y 25°C. Se tomaron muestras a las 4, 8, 12 y 24 semanas y se almacenaron a -80°C
hasta su posterior analisis. Para la determinacion del grado de oxidacion de los lipidos se realizo el test de
las Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico (TBARS) inducido, a partir de una modificacion del
método descrito por Konburst y Mavis (1980). La técnica consiste en la oxidacion de la muestra con
sulfato ferroso a 37°C, y la medida de las TBARS a 0, 50, 100 y 150 minutos del inicio de la incubacién.
Los valores se expresaron en ng de malondialdehido (MDA) por mg de pienso. Los datos se trataron con
el Analisis de la Varianza (ANOVA) factorial estudiando como factores el tratamiento (sustancia
antioxidante) y el tiempo de almacén, ademas de la interaccion entre ellos.
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Resultados y Discusion

Se observan diferencias significativas entre tratamientos y entre los tiempos de almacén, aunque no en
todos los tiempos de incubacion (Tabla 1).

Tabla 1. Significacion de los factores incluidos en el ANOVA factorial para los TBARS inducidos a
4°C y 25°C medidos en los distintos tiempos de incubacion.

Tiempo de . Semanas de Tratamiento*semanas
. L Temperatura Tratamiento . .
incubacion almacén de almacén
0 minutos 4°C 0,017* 0,006%** 0,470
u 25°C 0,274 <0,0071 *** 0,117
50 minut 4°C <0,0071 *** <0,007] *** <0,0071 ***
Inutos 25°C <0,001%%* <0,001%%* 0,145
100 minut 4°C <0,001 *** 0,007 *** 0,011%*
minutos 25°C 0,002%* <0,001** 0,088
150 minutos 4°C 0,671 0,003 %** 0,915
25°C 0,437 0,030* 0,937

% p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05

Para el pienso control, se observan los mayores valores de TBARS a 4°C, mientras que para BHT se
observan los valores mas bajos para ambas temperaturas. Sin embargo, los valores para BHT no son
significativamente diferentes de timol, romero y carvacrol a 4°C, o de romero y control a 25°C. La mayor
actividad del romero frente a otros antioxidantes naturales concuerda con los resultados de Hamre, Kolas
y Sandnes (2010). Wang et al. (2011) observaron en el acido carnosico, el componente fenolico
mayoritario del romero, un comportamiento similar respecto a antioxidantes sintéticos a distintas
temperaturas (4°C y 30°C). Nuestros resultados son similares para el romero pero no para otros
compuestos como el timol, que si varia su actividad con la temperatura. A partir de estos resultados,
podemos concluir que el extracto de romero y el aceite esencial de tomillo (quimiotipo timol) pueden ser
buenos candidatos para sustituir al BHT en pienso para peces.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of partial fish oil replacement by vegetable oil in the diet on indicators of oxidative
stress in gilthead seabream (Sparus aurata). Juvenile fish (63g) were fed for six months with a diet containing fish oil (FO) or 70%
replacement with soybean and rapeseed oils (VO). Fish were sampled at 3, 4, 5 and 6 months obtaining liver white and red muscles
in which lipidic peroxidation (MDA), protein oxidation and superoxide dismutase, catalase, and glutathione reductase activities
were determined. High values of lipid peroxidation were observed in red muscle from the FO group, and there were no significant
differences in other tissues for any of the measured parameters. Data from the present study suggest that the presence of VO oils in
diets can protect fish tissues, especially red muscle, against oxidative damage.

Justificacion

Los aceites de pescado (FO) han sido tradicionalmente utilizados como fuente mayoritaria de lipidos en
los piensos para peces de cultivo, como la dorada, debido fundamentalmente a su alta digestibilidad y
elevado contenido en dcidos grasos esenciales, particularmente los acidos grasos n-3 de cadena larga y
altamente insaturados (LC-PUFAs). La creciente demanda de FO por parte de las empresas acuicolas
junto con el descenso progresivo en la pesca extractiva, han llevado a la inclusién de aceites vegetales
(VO) en las dietas de peces, dada su elevada disponibilidad y su bajo coste. Estos aceites son ricos en
acido linoleico (LA; 18:2 n-6), acido a-linolénico (LNA; 18:3 n-3) y 4cido oleico (OA; 18:1 n-9) pero
carecen de LC-PUFAs, como el 4dcido eicosapentaenoico (EPA; 20:5 n-3) y el 4cido docosahexaenoico
(DHA; 22:6n-3), los cuales constituyen elementos esenciales para las especies marinas, dada su baja
capacidad de elongacion y desaturacion de los dcidos grasos de 18C para sintetizar LC-PUFAs.

Por otro lado, todos los animales generan especies reactivas de oxigeno (ROS) como resultado normal del
metabolismo aerobio. Estos ROS tienen la potencialidad de originar dafio en las biomoléculas y de actuar
como sefales intracelulares que activan los mecanismos de defensa antioxidante y de reparacién del dafio
oxidativo. El desequilibrio entre la producciéon de ROS y la actividad de los sistemas de defensa y
reparacion, lleva al estrés oxidativo.

La sustitucion de fuentes de nutrientes en las dietas de piscifactoria debe, ademds de contribuir a la
sostenibilidad de la acuicultura, asegurar la produccion de un pescado saludable para el consumo humano,
originado en un proceso que atienda al bienestar de los animales.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la sustitucion parcial del aceite de pescado por aceites
vegetales en la dieta, sobre marcadores del estrés oxidativo en diferentes tejidos de la dorada.

Material y Métodos

Se utilizaron 56 ejemplares de doradas (Sparus aurata) de 62,8+11,8 g de peso inicial mantenidos en las
instalaciones del IMIDA de San Pedro del Pinatar (Murcia). Los peces fueron distribuidos en dos grupos
y alimentadas dos veces al dia ad libitum, cada uno con una de las dos dietas experimentales. Ambas
dietas fueron disefiadas por Skretting ARC para que fueran isoenergéticas e isoproteicas. La dieta FO
contenia aceite de pescado como unica fuente de lipido mientras que en la dieta VO se sustituyé un 70%
del aceite de pescado por una mezcla 1:1 de aceite de soja y colza.

Se realizaron muestreos a los 3, 4, 5 y 6 meses de alimentacién con dichas dietas. Los peces fueron
sacrificados mediante inmersidon en agua helada. Se tomaron muestras de tres tejidos: higado, musculo
blanco y mdsculo rojo que se congelaron en N, liquido y se almacenaron a -80°C. Como indices de dafio
oxidativo en los tejidos analizados se utilizaron la valoraciéon de malondialdehido (MDA), como
indicador de peroxidacion lipidica, y de los grupos carbonilo, para la evaluacion del dafio oxidativo a
proteinas. Como findices de los sistemas de defensa antioxidante y reparacidn, se determinaron las
actividades enzimadticas: catalasa (CAT), glutation reductasa (GR) y superdxido dismutasa (SOD). El
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andlisis estadistico de los datos obtenidos se realizé mediante el test no paramétrico de la U de Mann-
Whitney (p<0,05) utilizando el programa SPSS (version 15.0 para Windows).

Resultados y Discusion

Los animales tuvieron un crecimiento y conversion del alimento normal. No se observaron diferencias
significativas en los valores de MDA y grupos carbonilo de higado entre los dos grupos experimentales.
Lo mismo se puede decir de musculo blanco en el que las diferencias encontradas en un principio no se
mantuvieron durante el resto del experimento. El musculo rojo, en cambio, caracterizado por un mayor
depdsito de lipidos, mostrd valores superiores de peroxidacion lipidica en las doradas alimentadas con la
dieta FO en los dos ultimos puntos de muestreo. El nivel de oxidacion de proteinas tampoco se vio
afectado en este tejido por el tipo de alimentacién ni por el tiempo de muestreo.

Tabla 1. Peroxidacion lipidica (MDA) y daiio a proteinas (grupos carbonilo) en tejidos de doradas
alimentadas con dieta con aceite de pescado (FO) o aceites vegetales (VO) durante 3, 4, 5 0 6 meses.

MDA (nmoles/g tejido) Grupos carbonilo (nmoles/mg prot)

Periodo de . . Miuisculo Musculo , Misculo Misculo
. .. | Dieta | Higado . Higado .

alimentacion Blanco rojo Blanco rojo

3 meses FO 17,8434 22,2439 42,9+8.8 9,0+1,2 11,145,5 13,6%2,0

3 meses VO 15,9+0,7 33,9437+ 49,849,8 8,9+0,8 12,546,3 16,344,3
4 meses FO 19,442.0 25,6448 59,8+17,6 14,3423 13,346,6 -
4 meses VO 19,042,4 16,842,6 64,2+10,6 8,7%1,5 11,345,6 -
5 meses FO 15,8+1,1 30,6+2,6 153,0£22,0% | 9,7+1,0 9,2+4.6 -
5 meses VO 13,1+1,0 13,9+1,4 61,3+9,7 10,7+1,7 9,5+4,7 -

6 meses FO 23,3440 21,7+1,0 137,2+13,1* | 7,2%1,5 9,5+4,8 13,1+2,4

6 meses VO 16,1£3,6 18,8+2.8 57,9£11,9 8,8+1,0 10,7+6,2 16,0£3,7

Valores expresados como media £+ EEM (n=5). Los asteriscos refieren la existencia de diferencias significativas
(p<0,05)

No se observaron cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes analizadas. Algunas plantas
contienen componentes fendlicos con potentes actividades antioxidantes. Estos componentes podrian
estar en las dietas suministradas a las doradas durante el presente experimento, a través fundamentalmente
del concentrado de soja utilizado, y podrian contribuir a que no se haya inducido un aumento en la
actividad de enzimas antioxidantes.

Tabla 2. Actividad especifica de las enzimas: Superoxido Dismutasa (SOD), Catalasa y
Glutation Reductasa (GR) de higado, miisculo rojo y miisculo blanco de doradas alimentadas
durante 6 meses con la dieta de aceite de pescado (FO) o de aceites vegetales (VO).

Tejido Dieta SOD Catalasa GR
(U.mg protel’na'l) (U.mg protel’na'l) (mU. mg proteina'l)

Higado FO 5,95 +0,31 0,80 + 0,25 11,57+0,85
VO 5,96 0,96 1,89 + 0,59 14,38+1,1
Misculo rojo FO 11,99 + 3,48 1,05 £0,25 3,44+0,27
VO 7,12 £0,80 0,88 £ 0,30 3,74+0,23
Muisculo blanco FO 5,19 £0,25 0,14 £ 0,02 2,36+0,38
\Y%O) 5,75 £ 0,55 0,10 £ 0,03 2,72+0.44

Valores expresados como media = EEM (n=5).

Se puede concluir que la inclusion de aceites vegetales en la dieta muestra un efecto protector frente a la
peroxidacién lipidica.
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Summary

Gilthead seabream weighing 55.1+8.7 g were distributed in 15 tanks and fed five experimental diets: a control diet (basal diet) and
four diets (T1000, T2000, T3000 and T4000) with 1000, 2000, 3000 and 4000 mg kg-1, respectively, of thyme essential oil (Thymus
zygis subsp. gracilis). After 12 weeks of feeding, intestines of 18 fish from each experimental group were dissected. Three segments
were obtained from the proximal intestine and 4 segments from the distal intestine for preparing histological sections. Lymphocyte
aggregates, granulocytes, and thickening of the lamina propria were evaluated according to an established scoring system. In order
to analyze statistical differences we used the chi-square test. The administrated essential oil doses had an effect on the various
parameters analyzed and intestine regions. The most prominent differences were in the amount of the lymphocyte aggregates, wich
increased with T1000 and descended at higher doses. Granulocytes amount was superior to the control at medium doses and
thickening of the lamina propria showed minor differences. According to the results, we may suggest an immunostimulatory effect
at low doses (1000 mg kg™') and inhibition at high doses (3000 to 4000 mg kg™).

Resumen

Se distribuyeron doradas de peso inicial 55,1+8,7g en 15 tanques y se alimentaron con 5 dietas experimentales: una dieta control
(dieta basal) y cuatro dietas (T1000, T2000, T3000 y T4000) con 1000, 2000, 3000 y 4000 mg kg™, respectivamente, de aceite
esencial de tomillo (7Thymus zygis subsp. gracilis). Tras 12 semanas de alimentacion se diseccionaron intestinos de 18 peces en cada
grupo experimental. Se obtuvieron 3 segmentos del intestino anterior y 4 segmentos del intestino posterior para preparar cortes
histologicos. La cantidad de agregados linfocitarios y granulocitos, y el engrosamiento de la lamina propia fueron evaluados de
acuerdo a un sistema de puntuacion establecido. Para analizar las diferencias estadisticas se uso el test de la chi-cuadrado. Las dosis
de aceite esencial utilizadas tuvieron un efecto sobre los distintos parametros analizados y las distintas zonas del intestino. La
cantidad de agregados linfocitarios, aumentd con T1000 y descendio con dosis altas. La cantidad de granulocitos fue superior al
control con dosis medias y el engrosamiento de la lamina propia mostrd diferencias poco importantes. Segin los resultados
obtenidos, se puede sugerir un efecto inmunoestimulante a dosis bajas (1000 mg kg™) e inhibicion a dosis altas (3000 y 4000 mg

kg™).
Justificacion

Entre los productos vegetales con utilidad antimicrobiana, el aceite esencial de tomillo muestra una de las
mayores efectividades. Los principales compuestos activos de este aceite son los monoterpenos timol y
carvacrol, que presentan una accion sinérgica. Estos dos compuestos fenolicos son lipofilicos y afectan a
la membrana bacteriana de gram-negativas, aumentando su permeabilidad y destruyendo la célula. Su
probada actividad bactericida contra bacterias patogenas comunes hace que se considere beneficioso para
el tracto digestivo tanto de humanos y como de animales. Se ha comprobado en animales de granja que su
adicion al pienso aumenta la ganancia de peso sin afectar a la calidad de la carne. La modificaciéon de la
microbiota intestinal por la inclusion de aceite esencial de tomillo se ha estudiado en peces (Navarrete et
al., 2010) aunque el efecto en el intestino y su tejido linfoide asociado no se ha tratado. El objetivo de
nuestro trabajo es estudiar, a través de la histologia del digestivo, el efecto de la incorporaciéon de aceite
esencial de tomillo en el estado inmunitario la dorada a nivel del intestino y su tejido linfoide asociado.

Material y Métodos
225 peces con un peso inicial de 55,1£8,7 g fueron distribuidos en 15 tanques, con recirculacion de agua
de mar. Los peces fueron alimentados con cinco dietas experimentales (por triplicado): una dieta control

(dieta basal) y cuatro dietas (T1000, T2000, T3000 y T4000) con 1000, 2000, 3000 y 4000 mg kg,
respectivamente, de aceite esencial de tomillo (Thymus zygis subsp. gracilis). El experimento se llevo a
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cabo a lo largo de 12 semanas, hasta que los peces triplicaron su peso. Se diseccionaron los intestinos de
18 peces de cada grupo experimental. Tras su fijacion en formol, se obtuvieron 3 segmentos del intestino
anterior y 4 segmentos del posterior. Se prepararon cortes histologicos a 4um teflidos con hematoxilina-
eosina. La cantidad de agregados linfocitarios, granulocitos y el engrosamiento de la [amina propia fueron
examinados por dos evaluadores, de forma individual e ignorando la identidad de la muestra. Se
establecid previamente un sistema histologico de puntuacion (Torrecillas et al., 2011): 0, no se observa; 1,
bajo; 2, moderado; 3, alto. La relacion estadistica entre los distintas dosis con aceite esencial de tomillo y
la dieta control, se analizé6 mediante tabulacion cruzada y el test de chi cuadrado.

Resultados y Discusion

Los resultados mostraron diferencias significativas entre dosis y segtin la zona del intestino. La cantidad
de agregados linfocitarios en el intestino anterior mostré un aumento significativo con la dosis T1000
para descender con el resto, siendo T3000 y T4000 menores al control. En el intestino posterior se
observo un efecto similar pero menos acusado. Este efecto podria estar relacionado con la naturaleza
lipofilica de los compuestos activos del aceite esencial de tomillo, que haria que fueran absorbidos en su
mayoria en el intestino anterior, junto con las grasas. En cuanto a la cantidad de granulocitos, hubo
diferencias significativas en el intestino posterior, siendo la cantidad de las dosis medias (T1000, T2000 y
T3000) superiores al resto. El engrosamiento de la lamina propia no mostré diferencias importantes.
Segun los datos obtenidos, se puede sugerir un efecto inmunoestimulante a dosis bajas (1000 mg kg™) e
inhibicioén a dosis altas (3000 y 4000 mg kg™") de aceite esencial de tomillo.

100%
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50% B Puntuacién "2"
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20% —
10% —
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O Puntuacién "3"
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Intestino anterior Intestino posterior

Figura 1. Porcentaje de individuos con cada puntuacion histologica para “agregados linfocitarios™.
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Summary

240 gilthead seabream (Sparus aurata) were distributed in 15 tanks and were fed five experimental diets: a control diet (basal diet)
and four diets (R600, R1200, R1800 and R2400) with 600, 1200, 1800 and 2400 mg kg-1, repectively, of rosemary extract
(Rosmarinus officinalis). The experiment was conducted over 84 days, until the fish reached marketable size (356 = 37.3 g). At the
end of the experiment 16 fish from each experimental group were slaughtered, covered with flake ice and stored in refrigeration at
4+1 °C for 0, 7, 14 and 21 days. At each sampling point physicochemical, microbiological and sensorial analysis were performed.
Almost all physicochemical parameters showed the best value (fresher fish) with R600 and some with R2400 diet. Some important
bacterial types showed a tendency to decrease with R600 diet and then increased again at high doses. Quality Index had worse
values for the control diet than for the rest. Only on day 0 the effect was dose-dependent and, moreover, diets with rosemary extract
lengthened self-life in one day, regardless of dose. Results of analyses and self-life calculations suggest that, starting from 600 mg
kg™, the beneficial effect rosemary extract incorporation on the quality of ice stored gilthead sea bream partially disappear.

Resumen

240 doradas (Sparus aurata) se distribuyeron en 15 tanques y fueron alimentadas con 5 dietas experimentales: Una dieta control
(dieta basal) y cuatro dietas (R600, R1200, R1800 y R2400) a las que se aiiadié 600, 1200, 1800 y 2400 mg kg™, repectivamente, de
extracto de romero (Rosmarinus officinalis). El experimento se llevd a cabo en 84 dias, hasta que los peces alcanzaron la talla
comercial (356+37,3 g). Se sacrificaron 16 peces de cada grupo experimental, se cubrieron con hielo en escamas y se almacenaron
en refrigeracion a 4+1 °C durante 0, 7, 14 y 21 dias. En cada punto de muestreo se llevaron a cabo andlisis fisicoquimicos,
microbioldgicos y de calidad sensorial. Casi todos los parametros fisicoquimicos mostraron el mejor valor (mayor frescura) con la
dieta R600 y algunos con la dieta R2400. Algunos tipos bacterianos importantes tendieron a descender con la dieta R600 para
después volver a aumentar con dosis altas. El Indice de Calidad tuvo valores peores para la dieta control que para el resto.
Solamente en el dia 0 el efecto fue dosis-dependiente, ademas, las cuatro dietas con extracto de romero alargaron la vida ttil en 1
dia, independientemente de la dosis. Los resultados de los andlisis y del calculo de la vida util sugieren que, por encima de 600 mg
kg™, se pierde parte del efecto beneficioso de la incorporacion de extracto de romero en la calidad de la dorada almacenada en hielo.

Justificacion

Actualmente los antioxidantes naturales estan en el punto de mira de la comunidad cientifica, ya que
pueden ser buenos sustitutos de los antioxidantes sintéticos con el objetivo mejorar la seguridad
alimentaria. De las labiadas, el romero ha sido la planta mas estudiada y la primera en ser comercializada
en extracto. Los efectos del romero en la conservacion del pescado se han estudiado mediante su
aplicacion exdgena, pero hay pocos trabajos sobre la administracion dietética en peces y su efecto sobre la
conservacion (Sant’ana y Mancini-Filho, 2000; Alvarez et al., 2012). El objetivo de nuestro estudio fue
determinar el efecto de la dosis de extracto de romero en la dieta, sobre la calidad de la dorada durante su
almacén en hielo.

Material y Métodos

240 peces con un peso medio inicial de 214420 g fueron distribuidos en 15 tanques, con recirculacion de
agua de mar. Los peces fueron alimentados con cinco dietas experimentales (por triplicado): una dieta
control (dieta basal) y cuatro dietas (R600, R1200, R1800 y R2400) con 600, 1200, 1800 y 2400 mg kg,
respectivamente, de extracto de romero (Rosmarinus officinalis; 30% de pureza en contenido de
diterpenos, Nutrafur-Furfural S.A.). El experimento se llevo a cabo a lo largo de 84 dias, hasta que los
peces alcanzaron talla comercial (356£37 g). Al final del experimento se sacrificaron 16 peces de cada
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grupo experimental, se acomodaron en cajas de poliestireno, cubiertos con hielo en escamas (1:1;
hielo:peces) y se almacenaron en refrigeracion a 4+1 °C durante 0, 7, 14 y 21 dias. En cada punto de
muestreo se llevaron a cabo andlisis fisicoquimicos: color (Sistema CIELab), Capacidad de Retencion de
Agua (WHC), Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico (TBARS), Bases Volatiles Nitrogenadas
Totales (TVBN) y Nitrégeno de Trimetilamina (TMA). También se hicieron recuentos microbiologicos y
un analisis sensorial de frescura por el Método del Indice de Calidad (QIM).

Resultados y Discusion

Los datos de color muestran diferencias significativas entre dietas el dia 21, siendo la dieta R1200 la que
tiene mayor luminosidad y menor saturacion del color. EI componente amarillo aumenta durante el
almacén con las dietas Control y R2400, pudiendo deberse a mayor proteccion lipidica con las dosis
medias. WHC disminuy6 significativamente con el tiempo en todos los grupos experimentales excepto el
alimentado con la dieta R600.Los valores de TBARS fueron menores en los peces alimentados con dietas
con extracto de romero durante los primeros dias de almacén. Los dias 14 y 21 aparece cierta tendencia a
aumentar el valor con la dosis, lo que podria estar relacionado con un efecto prooxidante del extracto de
romero a dosis altas. El dia 21 de almacén se observaron diferencias significativas entre dietas en los
valores de TVBN, siendo los menores con R600 y R2400. La cantidad de TMA en el filete aument6 con
el tiempo de almacén para todas las dosis, aunque no se observaron diferencias entre estas. La dieta
R1200 presentd el mayor valor al final del experimento y la dieta R600 el menor. Aerobios psicréfilos y
Pseudomonas mostraron cierta tendencia a descender con la dieta R600 para después volver a aumentar
con dosis altas. Esto concuerda con WHC, TVBN y TMA. El Indice de Calidad vari6 con el tiempo de
almacén para todos los grupos y también existieron diferencias entre dosis durante todo el periodo. En
todos los puntos de muestreo la dieta control presento valores mayores al resto, aunque sélo en el dia 0 el
efecto fue dosis-dependiente. Las regresiones lineales para calcular la vida util se compararon por el Test
de Chow, siendo todas diferentes del control (Tabla 1). Las dietas con extracto de romero aumentaron la
vida util en un dia independientemente de la dosis. Todo esto sugiere que a partir de 600 mg kg™ se pierde
parte del efecto beneficioso del extracto de romero en la conservacion.

Tabla 1. Andlisis de regresion utilizados para determinar la vida util de las doradas con cada dosis.

Dosis Coeficiente a Coeficiente b R’ p Test de Chow
Control 16,4592+ 1,4838%** 0,8920 <0.001

R600 14,8546+ 1,4608%** 0,9326 <0.001

R1200 15,2464%** 1,4509°%** 0,9190 <0.001

R1800 15,0272%#* 1,4622%** 0,9243 <0.001

R2400 14,8208 ** 1,4493%** 0,9280 <0.001 *x

Y=a+bX. Y; Indice de Calidad, X Tiempo de almacén.
*H%: p<0.001; **: p<0.01; *: p<0.05.
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Los coautores del articulo “. Improved conservation of gilthead seabream (Sparus
aurata) in ice storage. The influence of doses of rosemary extract added to feed.

Aquaculture, 426, 31-40 (2014)” declaran:
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doctoral.
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