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l. RESUMEN EJECUTIVO

Objetivos generales

E! presente proyecto tiene por objeto: “La evaluacion de un vehiculo de origen
lipidico para adicionar el pigmento Astaxantina en la dieta de salmonideos”.

Se busca determinar si la adicion del pigmento Astaxantina, a través de un vehiculo de
origen lipidico (CARRIER) en las dietas de salmones (Oncorhynchus mikyss):

Es aplicable en pigmentos naturales y sintéticos

Es aplicable en pigmentos insolubles o solubles en agua
Es inocua y palatable.

Es eficiente en la disolucion del pigmento.

Permite una adicion post-extrusion.

Mejora la estabilidad del pigmento.

Mejora la estabilidad del alimento extruido.

Mejora el color de la carne del salmén

© o N OO ON =

Aumenta el porcentaje de retencion de pigmento en el musculo.

Objetivos especificos e indicadores de éxito

1.- Preparacion del vehiculo

Esta etapa correspondiente a la numero 1 del proyecto, se efectud en instalaciones
experimentales de Quimica Industrial Spes y consistié en formular un preducto inocuo y
palatable, capaz de solubilizar pigmentos utilizados en la industria en la preparacion de
alimentos de salmonideos.
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Indicador de éxito:

El objetivo de esta etapa es lograr que el producto disefiado sea capaz de solubilizar
todos aquellos pigmentos sintéticos utilizados mayoritariamente por la industria de

alimento de salmonideos.

2.- Pruebas de laboratorio

Estas pruebas correspondientes a la etapa 2 del proyecto se efectuaron en estanques
con agua dulce/mar del centro experimental Aquatic Health. Se evalué en el &mbito de
escala experimental y bajo condiciones controladas la eficacia e inocuidad del
CARRIER.

Indicador de éxito:

Los objetivos de esta prueba son demostrar la inocuidad y palatabilidad del vehiculo
lipidico, asi como tener la base de conocimiento sobre el producto , para efectuar
modificaciones sobre el (etapa 4 del estudio) para la realizacion de una segunda prueba

bajo condiciones productivas a nivel piloto en agua de mar (etapa 5 del estudio).

3.- Estabilidad del alimento

Estas pruebas correspondientes a la etapa 3 del proyecto se efectuaron en los
laboratorios de la Universidad de Santiago.

Indicador de éxito:

El objetivo es verificar las caracteristicas del alimento fabricado para la etapa 2 del
proyecto, asi como su estabilidad en el tiempo.
4.- Modificaciones al Carrier

Estas pruebas correspondientes a la etapa 4 del proyecto se efectuaron en los
laboratorios de Quimica Industrial Spes.



1

|

0000000000000 CC00CP0OCOOPOOPIOCOONRPOGITOTOOINCGOIOOSIOTOONOSOPSOTOSPOPOPOISNYS

Indicador de éxito

El objetivo es ampliar y modificar la formulacién del vehiculo lipidico para lograr la
solubilizacién de pigmentos no solo sintéticos, sino también naturales, basado en los
resultados obtenidos en las etapas 2 y 3 del ensayo.

5.- Pruebas piloto

Esta prueba correspondiente a la etapa 5 del proyecto, se efectué en jaulas
experimentales con agua de mar, de la empresa EWOS INNOVATION.

Indicador de éxito:

En esta prueba se probara en condiciones de produccion a nivel industrial, la factibilidad
de fabricacion de alimento con adicion de CARRIER en etapa de aceitado (post-
extrusién), su inocuidad, palatabilidad y capacidad de pigmentacién, asi como la
estabilidad del alimento producido en estas condiciones.
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I.-ACTIVIDADES DESARROLLADAS

ETAPA 1: PREPARACION DEL VEHICULO LIPIDICO

El producto CARRIER, fue preparado exitosamente en el laboratorio de Quimica
Industrial Spes, en una cantidad de 200 kilos para ser utilizados en la etapa 2.

Se pudo comprobar la su capacidad de disolucion que presenta el CARRIER para
Astaxantinas sintéticas, tanto solubles como insolubles en agua.

En esta etapa se privilegio la formulacion de un CARRIER para disolucion de
Astaxantinas de origen sintetico, dado su mayoritario erﬁpleo en las dietas salmonideos
en la industria chilena.

La formulacion de un CARRIER, apropiado para la disolucion de Astaxantinas tanto de
origen sintetico como natural, se planted como objetivo especifico para la etapa
numero 4 de este proyecto, de modificaciones al CARRIER.

Es el objetivo de este estudic formular un producto tal , que sea capaz de solubilizar la
molécula de astaxantina, para facilitar su homogenizacion en el resto del alimento y su
transporte al musculo de la carme del salmon.

Ya que la dieta de salmonideos, esta compuesta por un porcentaje muy elevado de
aceite de pescado y/o vegetal, y por otros diversos componentes soélidos, en los que el
pigmento no presenta solubilidad alguna, es de interés ademas que el producto de la
solubilizacion entre CARRIER y Astaxantina, sea soluble en el unico componente liquido
de la dieta, vale decir la fraccion oleosa del alimento. .

La formulacion desarrollada para el CARRIER, es tal que permite que la molécula de
astaxantina sea soluble en la fraccion oleosa del alimento, lo que posibilita la adicion del
pigmento en la etapa final del aceitado del alimento.

De esta manera, se estaria evitando la incorporacion del pigmento en la etapa de pre-
extrusion que destruye parcialmente al pigmento, por la accion de la temperatura propia
de este proceso.

La molécula de CARRIER esta compuesta por dos terminales, uno de carécter polar y el
otro no-polar, cuyo conjunto actia como puente para la solubilizacion de la Astaxantina
y el aceite.
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En el proceso de solubilizacion, el CARRIER con sus terminales hidrofobitos queda
hacia el interior en contacto con el aceite, mientras que las cabezas polares estan en la
superficie, en contacto con la Astaxantina.

Esta unién, puede considerarse como una minliscula gota de lipido delimitada por
grupos polares en contacto con el pigmento disuelto. Las moléculas de Astaxantina no
solubles en aceite quedan atrapadas en el interior de la micela, y puede ser arrastrada
por la disolucién.
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ETAPA 2: PRUEBA EN ESTANQUES (FASE DE ESTUDIO LABORATORIO)

Se utilizé un total de 300 truchas (Oncorhynchus mykiss) de aproximadamente 300 g de
peso promedio y con una desviacion estandar (DE) no superior al 5%. En forma previa
al traslado a la unidad experimental, se les realizé andlisis para chequear el estado
sanitario. Se utilizéd un grupo de peces vacunados contra IPNV,

Los peces fueron recepcionados en agua de mar y se distribuyeron en grupos de 25 en
doce estanques de 700 Lt. con suministro constante de aire y agua de mar/dulce (10
L/min) y alimentados con la misma dieta del lago o piscicultura de origen (sin pigmento)
por un periodo de aclimatacion de dos semanas.

Posteriormente (tiempo 0) los peces fueron alimentados con 4 dietas experimentales
(tratamientos), suministrando cada dieta a 3 estanques diferentes, es decir cada
tratamiento tuvo 3 repeticiones. El estudio consisti6 de un disefio factorial de
tratamientos de 2 x 2, donde las variables en estudio fueron 2 tipos de vehiculo para
adicionar el pigmento a las dietas (acuoso vy lipidico) y 2 niveles de astaxantina en las
dietas (50 y 80 ppm). El periodo experimental tuvo una duracién de 68 dias. Los
distintos tratamientos se describen en la siguiente tabla.

Tratamiento | Contenido de Tipo de Numero de
Astaxantina Vehiculo estanques
(mg/kg)
1 50 AcCuoso 3
2 80 Acuoso 3
3 50 Lipidico 3
4 80 Lipidico 3

Se utilizaron dos niveles de suplementacion de Astaxantina (50 y 80 mg /kg de alimento)
con el objeto de observar con mayor facilidad el hipotético efecto del vehiculo en
cuestion sobre la tasa de depdsito de pigmento en el muisculo de los peces, al emplear
un nivel inferior al promedio de la industria. El nivel de 50 ppm es sefialade como el
optimo minimo necesario por las predicciones de color para salmones en Noruega.
Ademas, el exceso de pigmento puede enmascarar la posibilidad de ver diferencias en
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el efecto pigmentante de un producto u otro. La dosis de 80 mg/kg de alimento

corresponde a la dosis normalmente utilizada por i1a industria.

Al inicio del estudio, los peces fueron alimentados con una dieta sin pigmento por un
periodo de 14 dias, con el objeto de evitar la presencia de pigmento en musculo al
momento de iniciar el estudio. Adicionalmente, una menor concentracién de pigmento
en el musculo al inicio del estudio, permitiria una mayor tasa de depésito de pigmento
durante la fase experimental.

Temperatura: Considera |la temperatura ambiental de la Unidad durante los 68 dias del
experimento.

Elaboracion de los Alimentos empleados en esta etapa

Los alimentos utilizados en el estudio fueron elaborados por la empresa Alitec. Un
mismo alimento sin adicion de aceite fue empleado para todos los tratamientos. La
astaxantina fue adicionada a cada una de estas dietas junto con el aceite. Para los
tratamientos control, (50 y 80 ppm de astaxantina solubilizada en agua), la astaxantina
comercial (Carophyll Pink) fue solubilizada en agua a razén de 4:1 y luego mezclada con
el aceite en un mezclador eléctrico. La mezcla de aceite y astaxantina fue
posteriormente mezclada con el alimento sin aceite. Luego del mezclado, el alimento
con aceite fue introducido a una maquina de vacio con el objetivo de permitir la
incorporacion del aceite al interior del pellet. El mismo procedimiento se utilizé con el

vehiculo Lipidico para el cual, la astaxantina comercial fue mezclada a razon de 10:1

Los niveles nutricionales de las dietas fueron formuladas de acuerdo al requerimiento
nutricional de los peces para cada etapa de crecimiento. El calibre de los pellets fue de
4 mm, el cual corresponde al estandar de la industria para los peces del tamafio
empleados en el presente experimento.

La cantidad de alimento suministrada a cada estanque (repeticion) se realizé de acuerdo
a una tabla de alimentacion que considera la biomasa y la temperatura promedio del
agua. Con esta informacion se calculo la cantidad de alimento a suministrar a cada
estanque por separado.
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Sistema de alimentacién: se realizd temprano en la mafiana durante dos horas,

entregando el alimento en pequefas raciones y hasta saciedad; luego en la tarde dos
horas mas, bajo el mismo régimen. La cantidad de alimento consumida se registré en
forma diaria.

Grado de apetencia

Para monitorear la apetencia se observd cada mafiana, en la primera alimentacion,
estanque por estanque la actividad de los peces cuando cae el alimento (ganas de
comer).

Se efectud una primera vuelta de observacion en cada estanque y se registrd,
enseguida se realizaron otras dos vueltas de observacion, es decir, cada mafana se
obtuvieron 3 registros por estanque. Para medir el grado de apetencia, se considera los
siguientes valores; Escaso, Normal, Abundante.

Mediciones y analisis quimicos

Durante el estudio experimental se realizaron las siguientes mediciones:

a) Estanques:

»  Temperatura maxima, minima y promedio diaria de los estanques.

»  Oxigeno disuelto: diariamente con Oxiguard®
b) Peces:

= Consumo de alimento: se calculd para cada dieta en forma individual por estanque.

* Tasa de ganancia de peso, porcentaje de crecimiento y largo de los peces: a los 30,

60 y 68 dias de experimentacion; para esto los peces fueron pesados por estanque y
medidos en longitud en el dia cero.
« Factor de condicion: a los 0, 30, 60 y 68 dias de experimentacion a la totalidad de los

peces de cada estanque. Esta medicion se obtiene calculando el peso dividido por la
longitud al cubo.
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Palatabilidad del alimento: se evalu6 el apetito y/o rechazo del alimento mediante

observacion y usando tabla de apreciacién de 1. Escaso, 2. Normal y 3. Abundante.

Presencia de hongos u otras enfermedades: se chequeo por muestreo y observacion

de los peces en estudio.

Mortalidad acumulada en forma diaria, estableciendo causa de muerte.

Pigmentacion y color; al inicio del estudio y después de 14 dias de alimentar a los

peces con una dieta sin pigmento (tiempo 0), y luego, a los 30, 60 y 68 dias, se

sacrificaron 3 peces por estanque para medir el color y la concentracién de

Astaxantina en musculo,

Color: el color se evalué en Color Box con carta de color Salmofan, escala de 20
a 32. La zona de medicidn fue: lomo, linea media a la altura de la aleta dorsal y
cola por sobre el poro anal. Cada punto fue evaluado por 3 panelistas
entrenados y los resultados se expresan como un promedio de ellos.
Adicionalmente, el color se midid en forma instrumental con un colorimetro
triestimulo (Ej.: Minolta Chroma Meter®), el cual mide la reflectancia de la luz del
musculo comparada a una placa de calibracidn. Esto permite tener una medicion
cuantitativa y objetiva del color.

Pigmento: el contenido de Astaxantina se determind en un corte transversal del
pez eviscerado considerado entre la aleta dorsal y el poro anal del pez, en el
trozo conocido como NQC (corte noruego). Para este analisis se hizo un pool de
3 peces de cada estanque o repeticion. Por tanto, se obtuvieron 3 valores por
tratamiento. El andlisis se realizé por Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento
(HPLC) en fase normal para poder cuantificar el porcentaje de isdmeros cis y
trans de Astaxantina contenidos en el misculo del pez. El contenido de
Astaxantina se expresa en mg/kg de musculo. La tasa de retencién de pigmento

en musculo se calculd de la siguiente forma:

Tasa de retencion de astaxantina = (Astaxantina en musculo (mg/kg)/ICB) x 100,

10



Donde ICB = Consumo de astaxantina (mg/pez)/ Ganancia de Biomasa en el
periodo

Peso Eviscerado: 3 peces por estanque a los 0, 30, 60 y 68 dias del periodo
experimental.

Grasa y humedad en musculo: a los 0, 30, 60 y 68 dias de! periodo experimental. Se

analizé en el mismo corte noruego utilizado para la determinaciéon de concentracion
de Astaxantina, realizando también un pool de muestras por estanque o repeticion.
El contenido de grasa se determind por extraccion Soxleth, con hidrolisis acida
(AOAC, 1995).

c) Alimento

Pigmento: de cada dieta elaborada se tom6 una muestra representativa de alimento,
la cual fue analizada para contenido de Astaxantina por NIR. Este andlisis de
astaxantina en el alimento fue utilizado para determinar ia tasa de pigmentaciéon de
las truchas.

Quimico proximal: cada dieta fue analizada para quimico proximal a través de la

determinacién por NIR (Reflectancia por Sistema Infrarrojo) para verificar la
composicion de la misma.

d) Analisis Estadistico

Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el

paquete estadistico SAS (1985) de acuerdo a un disefio factorial. Las variables que

resultaron significativas (p<0,05) al ANOVA fueron sometidas a la prueba de LSD (Least

Significant Difference) de comparacion de medias (Steel y Torrie, 1980).

Resultados de la etapa 3
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Los resultados de indicadores productivos se presentan en las Tabla 1y 2.

El peso vivo de los peces a los 0, 30, 60 y 68 dias no fue estadisticamente diferente

entre los distintos tratamientos (p > 0,05). Sin embargo, la ganancia de peso de los

11
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peces que recibieron el alimento con astaxantina vehiculizada en lipido fue menor (p <
0.05) a los 68 dias de edad. El consumo de alimento no registré diferencias entre
tratamientos en ninguna de las mediciones realizadas (p > 0,05). La eficiencia de
conversion alimenticia fue significativamente mas elevada en los peces que recibieron el
alimento con astaxantina vehiculizada en lipido a los 60 y 68 dias de edad. No se
observaron interacciones significativas (p > 0,05) entre los tratamientos para las
variables de indicadores productivos.

Los resultados de peso eviscerado, factor de condicion de los peces y porcentaje de

crecimiento no mostraron diferencias significativas (p > 0,05) entre los tratamientos.

12
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Tabla 1: Resultados de peso vivo a los 30, 60 v 68 dias de edad

Peso Vivo (g)
Tratamiento Inicial 30d 60d 68d
50-A 305 462 671 728
80-A 290 443 647 695
50-C 298 454 649 694
80-C 283 429 618 663
p 0,3979 0,4387 0,22086 0,0983

A 298 453 659 712

L 291 442 634 679

50 302 458 660 711

80 287 436 633 679

Valor P

Pigmento 0,1375 0,1605 60,1276 0,0734
Carrier 0,4516 0,4682 0,1492 0,0642
PxC 0,9972 0,8358 0,8479 0,9497

Tabla 2: Resultados de ganancia de peso, consumo de alimento y conversién de

alimento a los 30,

60 y 68 dias de edad

Ganancia de peso (g) Consumo de alimento Conversién alimenticia
Tratamiento promedio /repeticién
(g)
30d 60d 68 d 30d 60 d 68d 30d 60 d 68d

50-A 156 366 423° 4233 8567 | 9747 1,083 | 1,058° | 1,075°

80-A 153 357 405 4067 8167 | 9297 1,069 1,034 | 1,066°

50-C 156 351 306% 4467 9000 | 10070 | 1,144 1,154 | 1,175°
80-C 147 336 381° 4133 | 8233 | 9275 | 1,29 | 1,06 | 1,130® |

p 0,6722 | 0,1984 | 0,0508 | 0,2391 |0,2702 | 0,2685 | 0,3284 | 0,0248 | 0,0174

A 155 362 414° 4150 8367 | 9522 1,076 1,046° | 1,071°

L 152 344 389° 4300 8617 | 9673 | 1,137 1,130° | 1,153°

50 156 359 410 4350 8784 | 9909 | 1,114 1,106 1,125

80 150 347 303 4100 8200 | 9286 1.099 1,070 1,098

Valor P

Pigmento 0,3321 | 0,2265 | 0,0988 | 0,0977 | 0,0914 | 0,0752 | 0,6502 | 0,1564 | 0,2229

Carrier 0,6017 | 0,0791 | 0,0189 | 0,2932 | 0,4349 | 0,6341 | 0,0872 | 0,0062 | 0,0039

PxC 0,6380 | 0,7349 | 09118 | 05494 | 05633 | 0,5870 | 0,9834 | 0,6033 | 0,3971

13
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Los resultados de color, en musculo se presentan en |a Tabla 3.

Los resultados de color en musculo medidos en base a tres determinaciones diferentes

(Carta color, color fan y color steak) no fueron influenciados significativamente (p > 0,05)

para los tratamientos.

Tabla 3: Resultados de color, expresados en Carta de Color, Color Fan y Color Steak a

los 30, 60 v 68 dias de edad:

Carta Color Color Fan Color Steak

Tratamiento 30d 60d 68 d 30d 60d 68 d 30d 60d 68d

50-A 14,00 16,33 15,33 24,33 28,33 28,33 3,33 5,67 5,00

80-A 12,00 16,67 15,67 20,00 28,67 28,67 3,67 6,00 5,67

50-C 14,67 16,67 15,67 24,67 28,33 28,67 3,67 5,33 5,67

80-C 15,00 16,33 15,67 25,00 28,33 28,67 4,00 5,33 5,67
p 0,4162 | 0,8018 0,8592 0,4132 | 0,8592 0,8592 | 0,8272 | 0,3630 | 0,3300

A 13.00 16.50 15.50 2217 28.50 28.50 3.50 5.84 534

L 14.84 16.50 15.67 24.84 28.33 28.67 3.84 533 5.67

50 14.34 16.50 15.50 24.5 28.33 28.50 3.50 5.50 534

80 13.50 16.50 15.67 22.50 28.50 28.67 3.84 5.67 5.67

Valor P
Pigmento 0,5400 | 1,0000 0,6305 0,4034 | 0,6305 06305 | 0,5237 | 0.5796 | 0,2815
Carrier 0,1967 | 1,0000 0,6305 0,2733 | 0,6305 0,6305 | 0,6237 | 0,1215 | 0,2815
PxC 0,3963 | 03466 0,6305 0,3335 | 0,6305 0,6305 71,0000 | 0,5796 | 0,2815
14
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Los resultados de astaxantina y retencion de astaxantina en musculo se presentan en la
Tabla 4.

El contenido de astaxantina en musculo fue significativamente mas elevado a los 30 y
60 dias de edad en los peces alimentados con 80 mg/kg de pigmento al comparario con
los peces que consumieron la dieta con 50 mg/kg. Sin embargo, a los 68 dias de edad,
esta variable no fue diferente entre los tratamientos (p > 0,05). La tasa de retencién de
pigmento a los 30 y 60 dias de edad fue significativamente menor {(p < 0,05) para los
peces alimentados con astaxantina vehiculizada en lipido. Sin embargo, a los 68 dias de
edad, la tasa de pigmentacion no fue diferente para los distintos tratamientos. No se
observaron interacciones significativas para las variables de pigmentacion.

Tabla 4: Resultados de astaxantina y retencion de astaxantina en _musculo _a los 30, 60
y 68 dias de edad:

Astaxantina en musculo (mg/kg) Retencion {%)

Tratamiento 30d 60 d 65d 30d 60 d 68 d
50-A 4,20° 8,507 12,2 14,37 15,36° 21,25
80-A 5,73% 10,87° 15,43 11,77 13,53° 22,09
50-C 4.27° 4,50° 12,17 6,88 6,80° 20,89
80-C 6,60° 10,03° 13,60 9,60 10,817 18,06
p 0,0463 0,0312 0,2682 0,0624 | 0,0270 0,7171

A 4,97 9,69 13.82 13,07° | 14,45° 21.67

L 5,44 7.27 12.89 8,24" 8,81° 19.93

50 4,24° 8,5 12.18 10,63 11,08 21.07

80 6,17° 10,45° 14.52 10,69 12,17 20.53

Valor P
Pigmento 0,0096 0,0144 0,0934 0,9728 | 0,5220 0,7866
Carrier 0,4377 0,0934 0,4681 0,0196 | 0,0084 0,3971
PxC 0,5037 0,2474 0,4836 0,1478 | 0,1097 0,4977
15
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El contenido de grasa y humedad en misculo de peces se presenta en la Tabla 5.
No se observaron diferencias (p > 0,05) para estas variables durante el desarrollo del
estudio como tampoco interacciones significativas (p > 0,05).

Tabla 5. Composicién corporal.

Grasa corporal (%) Humedad corporal (%)
Tratamiento 30d 60d 30 d 60 d
50-A 1,83 2,47 74,97 75,10
80-A 1,83 2,80 74,83 75,17
50-C 1,83 2,23 74,83 76,07
80-C 2,03 2,30 74,90 75,90
p 0,9368 0,6316 0,9462 0,1886
16




ETAPA 3: EVALUACION DE ESTABILIDAD DEL ALIMENTO

El objetivo de esta etapa del estudio fue determinar la pérdida de concentracién de la
Astaxantina, Vitamina E y la estabilidad oxidativa del alimento, medida en base a
contenido de acidos grasos omega -3 (EPA y DHA) y TBA (Substancias reactivas al
acido tiobarbitarico). La concentracion de los compuestos mencionados anteriormente
se analizaron a los 0, 15, 30 y 45 dias de almacenamiento de los alimentos a
temperatura ambiente y a 40° C.

Resultados de ia etapa 3

La estabilidad de la astaxantina en el alimento almacenado a temperatura ambiente y a
40° C se presenta en las Figuras 1 y 2. La pérdida de astaxantina a temperatura
ambiente fue similar entre los alimentos con vehicule acuoso y Lipidico a los 15 y 30
dias de almacenamiento. Sin embargo, a los 45 dias de almacenamiento, la pérdida de
astaxantina en el alimento con vehiculo Lipidico fue similar a la obtenida a los 30 dias,
es decir cercana al 10%, mientras que la pérdida de astaxantina en el alimento con
vehiculo acuoso fue de 33% (67% de actividad). A 40° C, la pérdida de astaxantina fue
mayor en los alimentos control, siendo esta diferencia de 7, 16 y 18% menor para los
alimentos con vehiculo lipidico a los 15, 30 y 45 dias de almacenamiento,

respectivamente.

Tanto a temperatura ambiente como a 40° C, la pérdida de actividad de vitamina E a
partir de los 15 dias de almacenamiento fue menor para los alimentos con la astaxantina
adicionada en vehiculo acuoso. Esta diferencia, sin embargo, estuvo influenciada por la
baja pérdida de actividad de vitamina E del tratamiento con 50 mg/kg de astaxantina en
vehiculo acuoso, al compararla con la pérdida producida en los otros 3 tratamientos, |a
cual fue similar entre ellos (Figuras 3 y 4).

Las perdidas de EPA y DHA tanto a temperatura ambiente como a 40° C fueron
mayores para los tratamientos con vehiculo acuoso y se observd una mayor estabilidad
de estos acidos grasos en los tratamientos con presencia de vehiculo lipidico (Figuras 5,
6,7y8).
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Los valores de TBA mostraron una disminucion a temperatura de 40° C con los dias de
almacenamiento, sin embargo a los 45 dias, esta disminucién es menor en las dietas
con presencia de vehiculo lipidico, lo que evidenciaria una mayor estabilidad oxidativa y
una menor formacion de compuestos de oxidaciéon secundaria para estos tratamientos.
A su vez, a temperatura ambiente no se observan diferencias evidentes entre
tratamientos (Figura 9, 10)

Los resultados obtenidos para los porcentajes de EPA y DHA asi como los de TBA,
tanto a temperatura ambiente como a 40° C sugieren una inestabilidad oxidativa de los
tratamientos con presencia de vehiculo acuoso, provocada probablemente por la
hidrélisis sobre ios acidos grasos mas reactivos. En el caso de presencia de vehiculo
lipidico, esta reaccion de oxidacién estaria bloqueada.
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Figura 1: Contenido de Astaxantina (T® ambiente)
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Figura 3: Contenido de Vitamina E (T° ambiente)
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Figura 4: Contenido de Vitamina E (40°C)
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Figura §: Contenido de EPA {T® ambiante)
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Figura 6: Contenido de EPA (40°C)
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Figura 7: Contenido de DHA (T Ambiente)
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Figura 8: Contenido de DHA (40°C)
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Figura 9: Indice TBA (T? Ambiente)
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Fiqura 10: Indice TBA (40°C)
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ETAPA 4: MODIFICACIONES AL CARRIER

De acuerdo a los resultados obtenidos en las etapas 2 y 3, se procedio a modificar la
composicion y estructura molecular del CARRIER, de modo de hacer posible su

utilizacién en pigmentos de caracter natural ademas de sintéticos.

Las diferentes formulaciones ensayadas en esta etapa consistieron en modificar los
largos de cadena del CARRIER y sus terminales polares o no-polares, con la finalidad

de otorgar mayor o menor afinidad del CARRIER con el pigmento y el aceite.

Las modificaciones al largo de la cadena del CARRIER, permitieron establecer un
producto, en el que se pueden solubilizar ambos tipos de astaxantina, tanto sintéticas
como naturales.

Se confirmo que la mejor proporcion de CARRIER: Astaxantina sintetica o natural es de
10 partes de CARRIER por 1 parte de pigmento.
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ETAPA 5: PRUEBAS PILOTO- FASE INDUSTRIAL

Esta prueba correspondiente a la etapa 5 del proyecto, se efectu6 en jaulas
experimentales de agua de mar, de la empresa EWOS INNOVATION.

Los objetivos principales de esta prueba son verificar a nivel industrial, las conclusiones
observadas en la etapa 2 de nivel experimental, en relacién a la factibilidad de
fabricacion de alimento con adicion de CARRIER en etapa de aceitado (post-extrusion),
su inocuidad, palatabilidad y estabilidad, asi como la capacidad de pigmentacién del

alimento producido en estas condiciones.

Materiales y Métodos

Peces: Trece mil (13.000) Salmones del Atlantico (Salmo salar) de 900 g de peso
aproximadamente seran distribuidas en 12 jaulas a razon de 1000 peces por jaula. Tres
(3) jaulas seran asignadas a cada uno de 4 tratamientos:

Tratamiento 1: Control, con adicion de 40 mg/kg de Astaxantina sintetica en el alimento

a traves del aceitador de alimento (sistema Flex Coating).

Tratamiento 2: Control, con sistema de incorporacion pre-extrusion y un nivel de

incorporacion de de 40 mg/kg de Astaxantina natural en el alimento
Tratamiento 3: Adicion de 40 mg/kg de Astaxantina natural en el alimento a través del

vehiculo de origen lipidico, post extrusion
Tratamiento 4: Adicién de 40 mg/kg de Astaxantina sintetica en el alimento a través del

vehiculo de origen lipidico, post-extrusion

Elaboracion de los Alimentos

Los alimentos seran elaborados por Planta de Alimentos EWQS, Coronel. La dieta sera
{a misma para todos los tratamientos.

En el caso del alimento control con presencia de astaxantina sintetica (Tratamiento 1), el
pigmento se adicionard de acuerdo al sistema de incorporacion Flex Coating,
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comercialmente empleado por EWOS. La dosis de astaxantina a emplear debera
asegurar un contenido de 40 ppm de astaxantina en el alimento final.

En el caso del alimento control con presencia de astaxantina natural (Tratamiento 2), el
pigmento se adicionara de acuerdo al sistema de incorporacion pre-extrusion,
comercialmente empleado por EWOS. La dosis de astaxantina a emplear debera
asegurar un contenido de 40 ppm de astaxantina en el alimento final.

Para el caso de los tratamientos 3 y 4, la astaxantina, sera adicionada a cada una de las
respectivas dietas junto con el aceite después de la extrusion.

Para esto, la astaxantina sintetica (Carophyll Pink) o la astaxantina natural (Aquasta
Igene) segun corresponda, seran solubilizadas en el vehiculo lipidico razdn de 1:5 para
pigmentos sintéticos o naturales y luego esta mezcla sera homogenizada con el aceite a
incorporar en la dieta.

La solucién de aceite y astaxantina mas vehiculo lipidico, sera posteriormente mezclada
con el alimento extruido. Luego del mezclado del alimento extruido con el aceite, éste
sera sometido al proceso de vacio normal, con el objeto de permitir la incorporacién de

la mezcla al interior del pellet.

Duracién del estudio: el estudio tendra una duracién de 3 meses. En este periodo las

truchas engordaran desde los 900 g de peso hasta aproximadamente 1,7 kg de peso

Vivo.

Alimentos v alimentacién: Los niveles nutricionales de las dietas seran de acuerdo al

requerimiento nutricional de los peces. EI calibre (tamafio) y composicion de los
alimentos (pellets) considerara el estandar utilizado por la industria para el normal

desarrollo de los peces.

La cantidad de alimento estimada para el estudio sera de 0,8 kg de alimento por pez, es
decir 10,5 toneladas de alimento en 3 meses. Durante este periodo, el alimento se
elaborara en dos oportunidades de tal forma que los alimentos no tengan una duracién
superior a los 45 dias. Esto evitara el uso de alimento afiejo y pérdidas de estabilidad
del pigmento.

26



La cantidad de alimento a entregar a cada jaula se realizara de acuerdo a una tabla de

alimentacion que considera la biomasa y la temperatura promedio del agua. Con esta

informacion, se calcula la cantidad de alimento a suministrar a cada estangue por

separado. Los peces seran alimentados a saciedad.

Sistema de alimentacion: automatico

Mediciones y Analisis Quimicos

Durante el estudio experimental se realizaran las siguientes mediciones:

A) Jaulas:

1)
2)

Temperatura maxima, minima y promedio diaria de las jaulas.

Oxigeno disuelto: diariamente con Oxiguard® (u otro sistema)

B) Peces:

1)

2)

5)

6)

7)

Consumo de alimento: se calculara para cada racién y calibre que se suministre a

los peces de cada estanque.

Crecimiento o tasa de_crecimiento especifico (SGR) y largo de los peces: alos 0y
3 meses de experimentacion. Para esto, una muestra de 120 peces por jaula sera
pesada y medidos en longitud en las fechas indicadas.

Factor de condicién: a los 0 y 3 meses de experimentacion.

Presencia de hongos u otras enfermedades: Se realizara inspeccion visual y en

caso necesario de estudio patologico

Mortalidad acumulada en forma diaria, estableciendo causa de muerte toda vez

que fa mortalidad exceda lo normal.

Pigmentacion y color: al inicio del estudio (tiempo 0) y luego a los 3 meses de

alimentacion, 40 peces por jaula seran sacrificados para medir el color y la

concentracion de Astaxantina en musculo.

Color: el color sera evaluado en Color Box con carta de color Salmofan, escala de

20 a 32. La zona de medicion sera: lomo, linea media a la altura de la aleta dorsal
cola por sobre el poro anal. Los resultados se expresaran como un promedio de
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ellos. Adicionalmente, el color se medira en forma instrumental con un colorimetro
triestimulo (Ej.: Minolta Chroma Meter®), el cual mide la reflectancia de la luz del
musculo comparada a una placa de calibraciéon. Esto permitira tener una medicion
cuantitativa y objetiva del color.
8) Pigmento: el contenido de Astaxantina se determinara en un corte transversal del
pez eviscerado considerado entre la aleta dorsal y el poro anal del pez, en el trozo
conocido como NQC (corte noruego). Para este analisis, se haran 4 pool de los 10
peces cada uno por jaula o repeticion. Por lo tanto, se obtendran 4 valores por
repeticion. El contenido de Astaxantina se expresa en mg/kg de muasculo. La tasa
de retencién de pigmento en musculo se calculara de la siguiente forma:
a) Tasa de retencién de astaxantina = (Astaxantina en musculo (mg/kg)ICB) x 100,

donde ICB = Consumo de astaxantina (mg/pez)/ Ganancia de Biomasa en el periodo
C) Alimento

a) Pigmento: de cada dieta que se elabore se tomara una muestra representativa de
alimento, la cual sera analizada para contenido de Astaxantina por HPLC.

Resumen del numero de analisis quimicos requeridos:

Color: 40 peces por jaula por 12 jaulas por 2 muestreos (960 determinaciones),
Astaxantina en musculo: 4 determinaciones por jaula por 12 jaulas por 2 muestreos (96

analisis).

Astaxantina total en alimento: 2 dietas por 4 tratamientos (8 analisis).

Estabilidad Astaxantina en alimento: 4 dietas por 4 muestreos (0, 15, 30 y 45 dias) a

temperatura ambiente y 40° C (64 analisis).
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Resultados de la etapa 5:

Los resultados de indicadores productivos se presentan en la Tabla 1 y Diagrama 1.
El peso vivo de los peces y la ganancia de peso, no fue estadisticamente diferente entre
los distintos tratamientos (p > 0,05).

El consumo de alimento no registré diferencias entre tratamientos en ninguna de las
mediciones realizadas (p > 0,05).

La tasa de crecimiento especifico (SGR) y la conversidén de alimento (FCR) no se
diferencié significativamente (p> .05) entre tratamientos.

Sin embargo, el SGR es numéricamente inferior y el FCR menos eficiente en los
tratamientos donde el CARRIER esta incluido. Esto se explica, ya que las dietas se
formularon reemplazando numéricamente los kilos de CARRIER en lugar de aceite, esto
conduce a dietas de menor energia.

En las dietas con pigmento natural (tratamiento 3), en que la inclusién de CARRIER es
mayor, (dado que el pigmento natura! contiene menor concentracién de astaxantina por
kilo de pigmento incluido, y la cantidad de Carrier a incluir es directamente proporcional
a la cantidad de pigmento adicionado, no a la cantidad de astaxantina) el reemplazo de
aceite por CARRIER es cercano al 5% del aceite originalmente contemplado.
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Tabla 1: Indicadores productivos

AquAsta AquAsta CP 40/50
CP 40/50 _
44/55 40/50Carrier Carrier
Peso {nicial, kg 909 + .06 9311 .03 944 £ 05 .863 £ .03
IPeso Final, kg 1.671 + .09 1.724 £ .09 1675+ .003 1.694 £ .13
Ganancia de 7611 .03 793 + .09 732+ .05 831+ .10
peso, kg
SGR 794 £ .02 803 £ .08 749 + .07 877 £ .06
[FCR 1.080 = .04 1.101 £ .07 1137 £ 13 980+ .10
Diagrama 1
0.88 5
0,87 - 1!}3
oz .
1OV 1.14
0,84 - 1.13
0,83 1 IRE
e 0.82 1 1% o
O 0,81 + 198 O
8 g
078 - i
197 1 1.02
0,77 - }‘01
0,76 - 0,99
0.75 - oo
0,74 - 0,96
CP 40/50 AquAsta AquAsta CP 40/50
44/55 40/50 Ca Ca
M SGR - FCR
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Como se puede observar en el diagrama 2, la tasa de fijacion de astaxantina en ef
musculo fue significativamente inferior (p <0.05) para los peces alimentados con dietas
con Carophyll Pink solubilizado en CARRIER comparando con el método convencional
EWOS (Flex Coating).

Usando Aquasta la tasa de fijacion de astaxantina en el musculo no tuvo diferencias
significativas (p> 0.05) entre el alimento preparado con pigmento natural afadido con
CARRIER o por el método de pre-extrusion empleado por EWOS.

Se puede concluir, que el CARRIER evaluado en este estudio no mejora la retencién de

astaxantina en e! musculo.

Diagrama 2
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N W R OO N 0O O
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CP 40/50 AquAsta 44/55 AquAsta 40/50 CP 40/50 Ca
Ca

Treatment
W Initial Asta B Final Asta B Asta gain mg O Asta gain %
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PIGMENTO SINTETICO Y CARRIER.

La interaccidn entre tratamiento y peso de los peces es significativa (p = .04), lo cual

significa que los peces alimentados con una dieta en la cual el pigmento fue adicionado

con CARRIER tendieron a aumentar los niveles de astaxantina sintetica en musculo a

una tasa mas lenta que en el caso de la adicidn convencional de EWOS (flex coating).

Linear Regression

CP Flex 0 4 CP Cam 0 43
4.0 -
20w ._'__,a"f 7 ;’ff. o -
a. - 4
& 60w g Ve -
E s s
: 5.0 /’: Hlﬁ /r' -
|
40w . /":"’ ‘/j -
’_,‘_.."//
s e =
1I0 1‘I5 Z'D 2?5 1ID 1,l§ 2?!) 2‘I5
avg wt pool final (kg) avg wt pool final (kg)
Type lll Tests of Fixed Effects(a)
Source Numerator df | Denominator df F Sig.
Intercept 1 6.1 132.9 .000
Treatment 1 6.1 0 877
poolwtkgfinal12 1 194 130.0 000
Treatment * poolwtkgfinal12 1 194 48 040

a Dependent Variable: Asta final (ppm).
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PIGMENTO NATURAL Y CARRIER:

En esta comparacién, no se ve un efecto significativo ni para tratamiento (p = .346) ni
para la interaccion (p = .100). Por lo tanto, cuando se adiciona Aquasta (pigmento

natural), los peces acumulan astaxantina en el masculo a una misma tasaya sea si el

pigmento se adiciona pre-extrusion o via un carrier.

A0 PreExrd 3 NCar 3
AL g: age
—10
ﬂ ........ 11
R 10 b
E *—n
_i; 60 e T—18
E o M 19
: 50 ) "fff .
< 'j.'-'f'f' )y Linear Regression
wi -7
I 1 1 I 1 1
10 15 0 25 10 15 20 25
avg wt pool final (kg) avg wt pool final {kg)
Type il Tests of Fixed Effects{a)
Source Numerator df | Denominatordf | F Sig.
Intercept 1 58 820 | M0
Treatment 1 58 10 346
pootwikgfinalt2 1 16.2 173 000
Treatment * poolwtkgfinal 12 1 162 10 100

a Dependent Variable: Asta final {ppm).
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Medicidn de Color:

Las mediciones de color (Salmofan y el instrumental Minolta) realizado sobre el NQC (el

Corte de Calidad noruego) no mostraron ninguna diferencia significativa entre

tratamientos (p> .05)

Tabla 2: Medidas instrumentales en color en NQC al final del primer periodo de

crecimiento
CP40/50 | AquAsta. AquAsta L op 40150
S| s | aoso0 Camer

L CoF R v
a 7.68 7.57 7.30 7.53
b 9.84 8.90 9.35 10.15
Chroma 12.53 11.72 11.89 12.67
Hue 52.18 49.67 52.08 53.65
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Se observa que |a estabilidad del pigmento en los alimentos preparados con adicion de
CARRIER es mayor que la observada con otros métodos, de la misma manera la
perdida de pigmento es menor.

Tabla 3:; Estabilidad de la astaxantina en el alimento

00000CO00600000000000000000000000000000000000000000OCFRCRYY!

Treatments T |
[Week of Storage{CP 40/50 AquAsta |AquAsta- - |CP 40/50
fass om0 fcarrier
| lcartier |
0 482 + 45 40.0 £ 1.22 34.0£1.73 [45.01.87
2 46.0 + .71 40.4 +1.52 33.4+1.14 406 +3.44
4 43.6 £ 2.97 39.6 £ .55 34020 HK1.8x2.05
16 43.2 £ .45 40.0 + .71 32.4+.89 KM20+1.22
8 43.2+ 1.1 36.8 + 1.48 322+ 84 4161182
12 39.4 £ .89 35.0 £.71 318+1.1 |39.6+1.52
% loss 18.26 12.5 16.47 12.0
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CONCLUSIONES GENERALES

1. La preparacion de alimentos pelletizados para salmonideos, es posible con la
previa solubilizacion de los pigmentos sintéticos o naturales en el vehiculo lipidico
CARRIER.

2. En la preparacion de alimentos pelletizados para salmonideos, es posible
eliminar la etapa de inclusion de los pigmentos naturales o sintéticos en la etapa
de extrusién, y emplear la etapa de aceitado como etapa de adicién de los
pigmentos.

3. La preparacion de alimentos pelletizados para salmonidecs, con la previa
solubilizacion de los pigmentos sintéticos o naturales en el vehiculo lipidico
CARRIER reduce la perdida de astaxantinas sintéticas o naturales tanto a
temperatura ambiente como a temperaturas superiores cercanas a los 40°C.

4. La preparaciéon de alimentos pelletizados para salmonideos, con la previa
solubilizacion de los pigmentos sintéticos o naturales en el vehiculo lipidico
CARRIER reduce la perdida de &cidos grasos Omega-3 EPA y DHA,
indispensables para ia alimentacion apropiada de los salmonideos.

5. La preparacion de alimentos pelletizados para salmonideos, con la previa
solubilizacion de los pigmentos sintéticos o naturales en el vehiculo lipidico
CARRIER no afecta las variables de indicadores productivos.

6. El alimento en el cual la astaxantina fue incorporada previa dilucion en un
vehiculo de origen lipidico tiende a disminuir la tasa de crecimiento de los peches
sin embargo, este efecto no se debe a un menor consumo de alimento, sinc a
que las dietas con incorporacion de CARRIER presentan menor energia total, ya v )
que en las pruebas realizadas, se les redujo el contenido de aceite en la
proporcion incluida de CARRIER.

7. La adicidn de astaxantina sintetica o natural, solubilizada en el vehiculo lipidico no
influye positiva 0 negativamente en el color obtenido por los peces.

8. La forma de administrar la astaxantina natural en los alimentos, no induce
diferencias en el contenido de astaxantina en musculo de los peces.

37



9. El empleo del vehiculo de origen lipidico disminuye la tasa de retencion de
astaxantina sintetica, y no influye en la tasa de retencién de la astaxantina
natural. A pesar de lo anterior, esta menor retencion no se traduce en un menor
color de la came.

10.Ei vehiculo de origen lipidico utilizado para adicionar la astaxantina al alimento no
influye sobre la mortalidad, porcentaje de crecimiento, factor de condicién de los
peces, peso eviscerado y contenido de grasa o humedad corporal de los peces.

11.La disminucidn en los valores de TBA es menor en las dietas con presencia de
vehiculo lipidico, lo que evidencia una mayor estabilidad oxidativa y una menor

formacion de compuestos de oxidacion secundaria para estos tratamientos.
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AHORROS ESTIMADOS PARA LA INDUSTRIA DE ALIMENTO CON LA
UTILIZACION DE VEHICULO LIPIDICO.

1. PRODUCCION DE ALIMENTOS

Calculos comparativos para una produccion de alimentos de la industria salmonera de
800.000 toneladas de alimento por afio, con un valor de USD 200 por kilo de
pigmento con 10% de astaxantina.

2. TASAS DE INCORPORACION DE CARRIER EN FUNCION DEL TIPO DE PIGMENTO

1. Incorporacién de pigmentos sintéticos solubles en agua (ROCHE y BASF)

De acuerdo a las experiencias realizadas en la preparacion de fos alimentos destinados
a la fase de agua dulce del proyecto FONTEC, se tiene que la relacion de 4: 1 entre
carrier y pigmento es  apropiada para la correcta disolucion de la astaxantina
contenida en el pigmento y su posterior incorporacién en el aceite del alimento.

2. Incorporacidn de pigmentos sintéticos no solubles en agua (ROCHE).

En este caso y aplicando la misma formulacién de carrier que para pigmentos
solubles en agua, la relacidn de carrier y pigmento se sitta en un valor de 10:1.

3. Incorporacion de pigmentos naturales no solubles en agua (IGENE).

El uso de pigmentos naturales esta restringido principalmente a aquellas
formulaciones de cardcter “natural” o con bajo contenido de astaxantina (40 ppm y
menos) debido a la baja concentracion de astaxantina disponible en el pigmento
natural (1% maximo).En este caso y aplicando la misma formulacion de carrier que
para pigmentos solubles en agua, la relacion de carrier y pigmento sera de 10:1.
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CONSUMO DE CARRIER VERSUS CONSUMO DE PIGMENTQS

1. Costo de la incorporacion de pigmentos sintéticos solubles en agua con 10% de
astaxantina (ROCHE y BASF)

Dieta con X Pigmento Costo pigmento Carrier
ppm . . .
astaxantina (xTon alimento) (xTon. Alimento) (xTon. Alimento)
50 0,5 100 2,0
60 0,6 120 2,4
70 0,7 140 28
80 0,8 160 3,2
90 0,9 180 3,6

Si se considera una dieta media de 80 ppm y una produccion de solo de 800.000
Toneladas de alimento por afo, se tiene que se gastarian aproximadamente 128
millones de délares, por concepto de pigmento para la formulacién de estas dietas
y se incorporarian unas 640 toneladas de pigmento al afio.
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2. Costo de la incorporacién de pigmentos sintéticos no solubles en agua con 10%
de astaxantina (ROCHE)

Ppm Pigmento Costo pigmento Carrier
astaxantina
(xTon alimento) {(xTon. Alimento) (xTon. Alimento)
KGS usb KGS
50 0,5 100 4,0
60 0,6 120 4,8
70 0,7 140 5,6
80 0,8 160 6,4
90 0,9 180 7,2
100 1 200 8,0

Siguiendo el mismo esquema que en el caso 1, si se considera una dieta media de
80 ppm y una produccion de 800.000 Toneladas de alimento por afio, se tiene que
se gastarian aproximadamente 128 millones de délares, por concepto de pigmento
para la formulacion de estas dietas y se incorporan 640 toneladas de pigmento al
afio.

De acuerdo a la tabla anterior, para solubilizar esta cantidad de pigmento se
necesitaran 5.120 toneladas de carrier al afio (426 ton/mes)
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» PERDIDAS DE ASTAXANTINA POR PROCESO Y ALMACENAMIENTO
1. PERDIDA DE PIGMENTO POR PROCESO DE EXTRUSUION

Una de las pérdidas de pigmento que se produce durante Ia fabricacion del alimento
es la provocada por la temperatura durante el proceso de extrusién. Esta perdida
esta calculada en alrededor de un 10%. Por lo tanto, para asegurar la disponibilidad
de 80 ppm en el alimento final se debera agregar un exceso de un 10%, vale decir
formular el alimento con 88 ppm.

2. PERDIDA DE PIGMENTO POR ALMACENAMIENTO DEL ALIMENTO

Una vez preparado el alimento, se producird una perdida de pigmento por
almacenamiento del pellet, que esta calculada en promedio en unos 0,25 ppm por
dia para una concentracién de 80 ppm. Vale decir, para una produccion de 15 dias
entre la fabricacion y el consumo, tendremos en promedio una perdida de 3,75 ppm
de astaxantina, es decir alrededor de un 4,7% del valor inicial.

o AHORRO DE PIGMENTO POR LA INCORPORACION DEL CARRIER

Considerando una eliminacion de los puntos 1 y 2 de estas perdidas con la adicién
del carrier, se lograra un 14,7% de ahorro en astaxantina.

Por una parte se elimina la perdida por extrusién, toda vez que la astaxantina disuelta
en el carrier es adicionada post- extrusién, adicionalmente se ha demostrado que la

adicion del carrier aumenta la estabilidad de la astaxantina en el alimento, eliminando
las perdidas por almacenamiento.
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o« MENORES COSTOS DE PRODUCCION DE ALIMENTO CON PIGMENTOS
SINTETICOS CON 10% DE ASTAXANTINA E INCORPORACION DE CARRIER

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, actualmente para lograr una dieta que a los
15 dias de fabricacion tenga 80ppm de astaxantina, se debera formular un alimento
con 93 ppm de astaxantina (0,93 Kgs de pigmento por tonelada de alimento). Ya que
en este alimento se perderan 9,3 ppm por extrusion y 3,70 ppm por perdida de
estabilidad a los 15 dias

Con la utilizacién del carrier, para formular la misma dieta y tener los mismos
resultados de pigmentacién final, deberiamos formular solo con 82 ppm (0,82 Kgs de
pigmento por tonelada de alimento), considerando que no tendremos perdida por
extrusion, ni por almacenamiento. Por lo tanto el ahorro que se producird por
tonelada por concepto de menor consumo de pigmento es de USD 41,32 por tonelada

de alimento.

Ppm Pigmento Costo pigmento Carrier

astaxantina
(XToen alimento) (XTon. Alimento) {XTon. Alimento)
KGS usD KGS

93 0,93 182,95 0,0

82 0,82 161,31 2,88
AHORRO 0,11 21,64

Para las 800.000 toneladas de alimento producidas anualmente, se tendra un
ahorro por este concepto de mas de 17 millones de ddlares, que deberan ser
distribuidos entre ahorro real para el productor de alimento y el gasto por el
consumo de 2.304 toneladas de carrier (192 ton/mes)
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INFORMACION COMPLEMENTARIA

1.- COSTOS DE LA ETAPA DE AGUA DE MAR

Para |a realizacion de la Ultima etapa del proyecto, proyectada en agua de mar,
SPES se encontrd ante la dificultad de contar con un centro experimental que
se adecuara debidamente a las condiciones de la prueba. El lugar escogido
debia contar con jaulas de experimentacién, con monitoreo instrumental y

personal idéneo.

Luego de una busqueda, se comprobé que la tnica instalacién que reunia
estos requisitos era la de EWOS Innovation, ubicado a las afueras de la ciudad
de Puerto Montt.

Otras posibilidades consistian en la realizacién de la prueba en unidades
productivas como la de Pacific Star u otras salmoneras, que mostraron su
interés, pero no cuentan con unidades experimentales sino solo con unidades
de produccién intensiva.

Ante este escenario, se adopto la decision de realizar la prueba en las
instalaciones experimentales de EWOS, con la condicién que la prueba seria
manejada por personal de EWOS y que los resultados obtenidos serian de
ambas companias.

El disefio experimental de la prueba, debia ademas adecuarse a criterios tales
que, ambas Compaiiias pudieran obtener los resultados de su interés.

Para el disefic experimental, se adopto el criterio que se probaria el efecto del
Carrier en dietas clasicas de EWOS, en que se contrastara su metodologia de
preparacion de alimento habitual contra el uso del Carrier, para Astaxantinas
naturales como sintéticas.

Se acordé ademas que los andlisis de las muestras serian realizados por
EWOS en sus laboratorios, y que los alimentos empleados serian fabricados en
EWOS Concepcidn bajo supervisén de personal de SPES.
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La ventaja de este esquema de trabajo, es que los gastos de esta etapa se ven
fuertemente reducidos, ya que todo es absorbido por EWOS a excepcién de los
viajes que contemplan la preparacion de los alimentos en Concepcion.

La desventaja de este tipo de acuerdo es que el acceso a la informacion es
bastante restringido, incluso al solicitar fotografias correspondientes a la

segunda experimental estas aun no han sido entregadas.

2.- DETALLE DE GASTOS EFECTUADOS EN ULTIMA ETAPA

La realizacién de la prueba de agua de mar en el centro experimental de
EWOS Innovation, se efectuo en el marco de cooperacion mutua de ambas
empresas, EWOS y SPES, en que cada una de ellas aporto sus
conocimientos, infragstructura y materiales, con la finalidad de encontrar un
producto de beneficio mutuo, que permita la reduccién de costos en la
pigmentacién de salmones.

Dentro de este esquema, el aporte de EWOS Innovation, consistié en:

1. Preparacion del protocolo de prueba en acuerdo con SPES

2. Adquisicién de los peces necesarios para la prueba

3. Alimento necesario para la alimentacion de los peces en el periodo de la
prueba.

4. Control sanitario de los peces

5. Disposicion de personal idoneo para el control de la prueba.

6. Disposicion de jaulas de experimentacion y sus instalaciones anexas por
el periodo de prueba.

7. Andlisis inicial de los peces: condiciéon general, pigmento en el musculo,
color, peso inicial.

8. Analisis final de los peces: condicion general, pigmento en el musculo,
color, ganancia de peso en el periodo.

9. Entrega de resultados obtenidos a SPES.
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El aporte de SPES dentro de este esquema consistid en:

1.
2.

5. Cargos de envio a planta EWOS, Concepcidn del agitador- dispersador

De acuerdo a esto, los gastos de la etapa de agua de mar, fueron financiados

de acuerdo a lo informado en el siguiente cuadro, cuyo detalle se encuentra en

Preparacion del protocolo de prueba con aprobacién de EWOS

Costos de viajes a Concepcién para supervisién de la preparacién del

alimento en planta alimentos EWOS Concepcién.

Instalaciones necesarias para fabricacion de Carrier

Carrier necesario para el alime

nto a prepara para la prueba,

apropiado para mezcla de carrier y pigmento.

Analisis de los alimentos preparados a temperatura ambiente y a 40°C:

Contenido de astaxantina, contenido de vitamina E, contenido de EPA,

contenido de DHA, Indice de TiobarbitGrico.

Costos de viajes a Puerto Montt para discusién de resultados de la

prueba.

el informe final presentado por SPES S.A.

tapa 5: Prueba de Jaulas (Fase Piloto)
Peces Unid. EWO0OS
Vacunas IPN Unid. EWOS
Viajes 2 personas
Viaje Santiago -Concepcion Unid. SPES
Estadia Dias SPES
Comida Maovilizacion Dias SPES
Viaje Santiago -Puerto Montt Unid. SPES
Estadia Dias EWOS
Comida Movilizacion Dias EWOS
Alimanto para peces Kilos EWOS
Analisis peces
Color] Analisis EWQS
HPLC pigmento| _Analisis EWOS
Humedad| Analisis EWOS
Grasal Analisis EWQS
Analisis alimento
HPLC pigmento|  Analisis SPES
Quimico proximal]  Analisis SPES
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é.- ESQUEMA DE PLANTA DE PREPRACION DE CARRIER LIPIDICO

Materia prima 2 Materia prima t

Caldera Huido Térmico

Reactor de preparacidn

Lineas de calefaccidn

=0

Besearga Producto terminado

Control de Temperatura Emvasada Producto terminado
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3.- DIAGRAMA DE FLUJO DE PROCESO

Calefaccion de Reactor
60 °C

r

Cargar Mat. Prima 2

Calefaccion de Reactor
100 °C

Proceso de Fabricacién
4hrs. i

Control Laboratorio

Proceso de Verificacion No
1HR.
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4.- INFORME ORIGINAL RESULTADOS EWOS

EWON

Innovatican

knowiodgo makes tho difforence

Use of a lipid base carrier for the inclusion
of dietary natural astaxanthin
after extrusion

Javier Gonzalez
EWOS Innovation Chile
April 12, 2006

Objectives

» Evaluate if a locally produced lipid-based carrier for
astaxanthin is a suitable vehicle for the addition of
natural astaxanthin (AquAsta) after extrusion.

»  Study if the synthetic astaxanthin retention in the
flesh is improved by the use of the lipid-based
carrier.

+ Compare the stability of the astaxanthin in the feed
when added through a lipid-based carrier versus the
EWOS coating system.

EWOS
Irnreesvaaticn
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Materials and Methods

Fish: ATS (S. salan);, 0.9 kgto 1,7 kg

Trial period: started: 19-25/10/05; finished: 4-11/01/06
Location: Colaco exp.unit (sea cages); 1000 fish per cage.
Sea water conditions: temperature: 13° C (average)

Treatments: 4 treatments; 4 (T1) and 3 (T2, T3 and T4) replicate
cages each.

Table 1: Description of treatments:

SPES S.A.

Treatments
1 2 3 4
Carophy! Pink (1%), pprn asta (Omega 600/1500) 40/50
Carophy!l Pink (8%}, ppm asta (Omega 600/1500) 40/50
AquAsta 8%, ppm asta (Omega 500/1500) 4455 40/50
Lipid Carrier, % - - 4.5 0.45
Pigment added through Coater Mixer/Pre- Coater/After | CoaterfAfter
EWO0S Extrusion disotving disolving
Standard Standard pigment In pig in
EWOS carrier carrier

Materials and Methods (cont’)

Description of treatments:

Treatment 1: the feed was manufactured under standard EWOS Chile
procedures. The astaxanthin source used was Carophyll Pink® 8%.

Treatment 2: AquAsta® (.8%) (Phaffia yeast) from Igene was used as a natural
source of astaxanthin and added pre-extrusion with'a 10% extra inclusion rate.
;I’hif.j is the standard EWOS Chile procedure for natural asta inclusion into the
eed.

Treatment 3. AquAsta® (.8%) was incorporated into the Qilmix after thoroughly
mixing the pigment with a lipid based carrier. The amount of carrier used was
equivalent to 4.5 and 5.6% of the diet for the Omega 600 and 1500,
respectively.

Treatment 4. Carophyll Pink® 8% was thoroughly mixed and dissolved in the
fipid based carrier under investigation before inclusion into the Qilmix. The
amount of carrier used was equivalent to .45 and .56 % of the diet for the
Omega 600 and 1500, respectively.

The feeds were assayed for astaxanthin content at 0 days after manufacture
and thereafter at weeks 2, 4, 6, 8 and 12, During this period the feeds were
maintained at room temperature (aprox. 20° C) in sealed but not vacuum
packed black polyethylene bags.

Astaxanthin stability in the feed was determined by calculating the percentage
loss of the pigment in the feed after 12 weeks of storage.

EWON
Srzsreewrasginney
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Materials and Methods (cont’)

* |nitial and Final Sampling:
— 120 fish per replicate for individual weight.

- 40 fish per replicate for NQC sampling. The NQC
were pooled by fish weight for further analysis.

« Variables Calculated
- WG, SGR, FCR.

— NQC: Astaxanthin content {mg/kg), color
(Salmofan), Minolta (L, a, b, chroma and Hue), %
lipid and % humidity.

EWON
Innnovatinmn

Statistical Analysis

» The data for fish performance and color in muscle were
submited to ANOVA, The Least Significant Difference (LSD) test
was used for treatment mean comparisons when p <.05.

» In the case of the pigment analysis in feed during storage, each
treatment and sub-sample combination measured over 6 dates
was treated as a repeated measure. Data was analysed using
SPSS v13.0, mixed models and was expressed as the log of the
amount of astaxanthin remaining at each time as a percent of
the amount found at week 0 for that time and subsample
combination.

» Tha data for astaxanthin deposition in muscle was analyzed by
a GLM mode! using the weight of the fish in the pool as a
covariate.

EWOS
fnrovariorn
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Table 4. Stability of astaxanthin in the feed (Omega 600)":
Treatments
Week of | CP 40/50 AquAsta AquAsta | CP 40/50
Storage 44/55 40/50 Carrier
Carrier
0 482+ .45 | 400+1.22 {34.0+£1.73|45.0+1.87
2 46.0+ .71 | 4041152 13341114 4061344
4 436+297 | 396+.55 | 340+20 [418+205
6 432+ .45 | 40.0£.71 | 324+ .89 [420+122
8 432111 | 3681148 | 322+ .84 | 41611.82
12 3941890 | 35.0x.71 31.8+1.1 | 396+£1.52
% loss 18.26 12.5 6.47 12.0

Note: Statistical analysis not performed yet.

Walues # SD
EWOS
Irvrnnoyvisk fnxrs

Figure 1: Best fit curve for astaxanthin levels in feed during 12
weeks storage for different pigment regimes™:

CP 40/50 4.70d AquAsta 470 4 R
44/55 ] e
[+] L]
‘5““' '5 450 .“\
= = \N =
3 5 =
Bu.50. Hasos BN :’
£ £ In asta pot =4.64 5-0.01 * Week
R-Square = 0.58 v
440, y 440 =
In 831 pet =4.50 + -0.02 * wedk
R-Squore = 0.78
-] 7
2
AquAsta 4704 o e CP 40/50 4707
40/50 Ca T CQ A
L4 60 ___H'“";:_'"—‘-‘“——-—-——-... + «c0m
; _5““‘-% ‘% T o
B4 50 fun"‘pct.-cri.:h"-n.ﬁ e n Lo e v a
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Datx wits expressad as the log of the Amount of ssiaxanthin remmining at each time #5 0
petcent of the amoutit kound at week 0 for that ima 2nd subsample combination,
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¢ Reduce el carrier la tasa de degradacion
de astaxantina en el alimento?

* En relacion a la diapostiva anterior (Figura 1), el
analisis estadistico indica que el carrier no influye
significativamente (p= 0.566) en la tasa de
degradacion de astaxantina en el alimento al
compararlo con Carophyll Pink o Aquasta.

» Aun cuando numéricamente si se aprecia una
diferencia en favor del carrier, la alta variabilidad en
los datos aumenta el error y hace que esta diferencia
no sea sifnificativa (p > 0.05).

EWOS

_Innovation

Table 5: Performance results of Salmo salar fed diets supplemented
with different sources of astaxanthin and pigment application
technologies:’

SPES S.A.

OINO00000000000000000000000000000000000000000000COCOMCMMNINO

CP 40/50 AquAsta AquAsta CP 40/50
44/55 40/50 Carrier
Carrier

Initial weigth, kg | .909 1 .06 931+ .03 .944 + 05 .863 £ .03
Final weight, kg | 1.671x.09 | 1724+ .09 | 1.6751+.003 | 1.694 £ .13
Weight gain, kg | .761 .03 793+ .09 732+ .05 831+ .10
SGR 794 .02 .803 £.08 J49 + .07 877+ .06
FCR 1080+ 04 | 1101+ .07 | 1137+ .13 | 980+%.10

Values £ SD

NS p > 0.05

EWOS

Annovation
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Figure 2: Results for SGR (tasa de crecimiento

especifico) y FCR (conversién de alimento):
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FCR

b

Figure 3: Astaxanthin content (mg/kg) and retention (%)

in muscle:
123 mee e e e — e —— e
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¢Hay alguna diferencia entre la adicidn de pigmento por Flex Coating y
Carrier para Carophyll Pink en la concentracién de astaxantina
en misculo (ppm) al final del estudio?

CP_Flex 8 47 CH Car_8_ 11
Cage
2 s
B 3y
L e |
5
B Linear Regrssaion
2
-«
b ) I YY) i b Pt
avg wt poolfinal (kg) avg wi pool final (xg)
La interaccidn entre tratamiento y peso
da los pecas es significativa (p = .04), o
cual sigrifica que los peces alimentados Fype B Tasts of Flxed Effects(a)
con una dieta en {a cuat el pigmento fud
adicionadc oon'camer tendieron a Source Mumarator of | Denominator df F .
aumentar los niveles de astaxantina en Inteccmpt 1 8.1 1329 000
masculo a una tasa mas lenta que en et Trantment 1 (X} 0 amr
caso de la adicitn convencional (flax pochwigined12 1 194 1268 000
coating). Trastmant * pochwikgfinal1? 1 19.4 Al 040

a Depondent Varigble: Asts frial {(ppm).

EWON

Innovation

¢Hay alguna diferencia entre la adicidon de AquAsta pre-extrusion y el uso
delcarrier en la concentracién de astaxantina (ppm)
en musculo al final del estudio?

X PraExe 838 X Carr__ 8.9
= Cage
*—10
8. g
b LJ— 12
E o1
8wy e 16
1) L 19
&
-
2 Linaar Regrassion
"
4
| y : v b ' ' \
Y P & PSR i A i
avyg wt potl final (kg wvg wt pool final {kg}
En asta comparacidn, no se ve un efecto Typa I Taatx of Flxsc Efectsta)
significativo ni para tratarniento (p =
.346) ni para la interaccidn (p = .100).
Por I tanto, cuando se adiciona Sourcs Numsratr of | Denominstor df F Sig
Aquasta, los peces acumulan Intercept 1 54 3820 000
astaxantina en el mUsculo a una misma Tresment 1 58 10 M8
tasa ya saa ai 8l pigmento 38 adiciona poahwtiginali2 1 182 nra -000
pra-axtrusitn o via un carrier. Treatment " pookwtiginal 12 ’ 182 3 100

» Dependent Varisble: Asta fnal (ppm).

EWOS
Innnnovaatiorn
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Table 6: Instrumental color measurements in NQC at the end
of the first growing period:
CP 40/50 AquAsta AquAsta CP 40/50
44/55 40/50 Carrier
Carrier

L 39.83 38.71 39.23 40.13
a 7.68 7.57 7.30 7.53
b 9.84 8.90 9.35 10.15
Chroma 12.53 11.72 11.89 12.67
Hue 52.18 49 67 52.08 53.65

P> 0.05 NS
EWON
trnnnavatinn

Figure 4. Color measurements in muscle

(SalmoFan):
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Resultados y Discusion

= The performance of fish (SGR and FCR) did not differ significantly (p > .05)
between treatments. However, the SGR was numerically lower and the FCR less
eficient in the treatment where the lipid based carrier was included at 4.5 to 5.6%
of the diet (p > .05). The chemical composition of the carrier is not known by
EWOS, however, it is supposed to be a mixture of lipid emulsifiers. At high
inclusion rates in replacement of the QiMix, the carrier may have lowered the
DE of the diet, what would explain the results observed in fish performance.

= The rate of astaxanthin deposition in muscle was sci?niﬁcant!y lower (p < 0.05) for
fish fed diets supplemented with Carophyll Pink added by the [ipid based carrier
as compared to conventional EWOS method (Flex Coating). When using
Aquasta the rate of astaxanthin deposition in muscle was not different (p > 0.05)
between the pigment added through a carrier or pre-extrusion. Thus, it can be
conciuded that the lipid based carrier evaiuated in this study does not improve
asta retention in muscle.

+ The stability of asta in the feed was not significantly improved {p > 0.05) by the
carrier. Although the data shows numerical differences in favor of the use of the
carrier, the high variability in the results makes this difference not significant.

+ The color measurements ((;Salmofan and Minolta instrumental) performed on the
NQC (Norwegian Quality Cut) did not show any significant difference between
freatments (p > .05).
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