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RESUMEN

Las proyecciones de produccion de la acuicultura planeadas al 2010 en la
década del 90, probablemente se alcancen antes de esta fecha. Este
hecho ha estimulado la busqueda de nuevas fuentes proteicas y lipidicas
alternativas a la harina y aceite de pescado. Las leguminosas de grano,
estan siendo utilizadas en reemplazo de la harina de pescado en piensos
para peces. El lupino (Lupinus spp), también conocido como altramuz o
lupini, es una de las leguminosas con mayor potencial para su uso en
acuicultura. Esta tesis evalla la utilizacion digestiva y la incorporacion
parcial de lupino (Lupinus albus) sometido a diversos procesos en dietas
comerciales para salmonidos en Chile. Los resultados muestran que la
harina de lupino cruda con y sin cascara sometida a los diferentes
procesos térmicos no presenta una alteracion significativa en su
composicion proximal. El coeficiente de digestibilidad aparente (CDA) del
lupino como materia prima con y sin tratamiento térmico muestra
respuestas significativamente diferentes (P<0,05) en salmon del Atlantico
y la trucha arco iris. El uso del lupino entero en dietas extruidas para trucha
arco iris, independiente de su nivel de incorporacion (10%, 15%, 20%,
30%, 40% y 50%), presento indices de crecimiento, conversion y
sobrevivencia similares a los obtenidos por la dieta control, sin lupino. En
general, la inclusion de la harina de lupino en bajos niveles (hasta 30%) no
afecta en forma significativa (P>0.05) la composicion proximal de la
carcasa, la histologia hepatica ni la composicién de acidos grasos del
musculo. Aunque no significativo la composicion proximal de la carcasa y
el perfil de acidos grasos se vio ligeramente afectada con la incorporacion
de lupino sobre 30%. Estos resultados confirman que Lupino albus es un
excelente ingrediente proteico y de alto potencial para su uso en la

salmonicultura chilena.
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Capitulo I, Introduccion general

1. INTRODUCCION

El modelo desarrollado por la IFPRI* (Delgado et al., 2003) para proyectar
demanda, abastecimiento y comercio de pescado al 2020 en diversos
escenarios, tales como, expansion rapida o lenta de la acuicultura, descenso
de la produccién China, uso mas eficiente del pescado como alimento y/o
colapso de las pesquerias; muestran que, el pescado continuara siendo mas
caro para el consumidor que otro tipo de alimentos en el 2020. Los precios del
pescado para consumo, asi como la harina y el aceite de pescado
probablemente se elevaran bajo cualquiera de los escenarios. La acelerada
expansion de la acuicultura es so6lo un escenario que disminuira el precio real
del pescado, aunque podria causar una significativa elevacién del precio de la
harina de pescado. Los paises en desarrollo aumentaran el consumo de
pescado, mientras que se mantendrd mas o menos estatico en los paises
desarrollados. Aun bajo un escenario de colapso ecoldgico, el consumo per
capita global descenderia de 17,1 a 14,2 kilos, esto porque la produccién se
sostendra a través de la acuicultura a precios mas altos. También, habra un
rapido incremento de la produccién, siempre con una creciente cuota de los
paises en desarrollo, las exportaciones netas de estos paises continuaran

hacia el 2020, aunque a un nivel mas bajo que el presente.

La situacién descrita anteriormente es la que se predice para la préxima
década. Independiente de los escenarios que se den en el futuro, en la
actualidad existe el consenso tanto del mundo cientifico como productivo, que
la acuicultura intensiva de especies carnivoras debe mejorar la eficiencia en el
uso harina y aceite de pescado a través de un rapido progreso tecnolégico. En
los dltimos diez afios la industria acuicola ha experimentado una evoluciéon

asombrosa, con un crecimiento anual que ha llegado a superar el 7 por cien

! International Food Policy Research Institute



Capitulo I, Introduccion general

anual (SOFIA, 2006). Para sostener este desarrollo se han utilizado dietas
completas de alto costo (Hasan, 2001), sin embargo la sostenibilidad de la
acuicultura pasa por la busqueda e inclusion en las dietas de materias primas
alternativas a la harina y aceite de pescado que puedan mantener y mejorar la

calidad nutricional de dietas completas a un minimo costo.

1.1. Nutricién y calidad

La creciente demanda de nuevas materias primas proteicas y lipidicas,
producto del sostenido incremento de la produccion animal y de la acuicultura
intensiva en particular, ha mantenido en la discusién el tema de la calidad de
los productos que se derivan al consumo humano. Para un consumidor normal
de pescado tres son aspectos de calidad relevantes a la hora de adquirirlo, a
saber, apariencia (forma, color), frescura y la relacién de estos con la calidad
o valor nutricional e inocuidad. Los aspectos de la calidad sobre los cuales
puede actuar la nutricibn pueden resumirse a color, sabor, estructura, textura,
estabilidad, olor, apariencia de aceptabilidad, y valor nutritivo. Aquellos
aspectos de la calidad que influencian nuestros sentidos son conocidos como

caracteristicas organolépticas de un producto.

El término calidad del pescado es muy amplio y su estudio dificil debido al
hecho que parametros especificos que son reconocidos como esenciales en
una parte del mundo son considerados menos importantes en otro sitio. Mas
aun, existen aspectos diferentes de calidad del pescado con respecto a la
satisfaccion de demandas especificas de la industria. Por ejemplo, el
pescado para ahumado debe contener relativamente mas grasa que el pez
vendido congelado (Hamre et al. 2004). De esta manera la demanda de
calidad de los productos varia en diferentes regiones geograficas y con

diferentes culturas, y requerimientos esporadicos de mercados especificos. La



Capitulo I, Introduccion general

percepcion en términos de calidad difiere entre el productor de peces, la
industria de procesado y el consumidor. Mientras que para el cultivador el
crecimiento y la conversion son los parametros mas importantes, para el
consumidor no tienen un interés directo. Sin embargo, la produccion es lo que
positivamente reciben procesadores y consumidores y naturalmente es la
principal preocupacion del productor de pescado. Mas aun, el continuo
abastecimiento y la rapida produccién, son de interés para procesadores y
consumidores desde la perspectiva de estabilidad de precios y satisfaccion de

calidad y demandas de mercado (Rasmussen, 2001).

Lo que ciertamente esta probado en términos de calidad nutricional y que el
consumidor normal generalmente desconoce, es el importante rol que tiene el
pescado en nuestra dieta y su consumo deberia ser fuertemente impulsado. El
pescado es una fuente confiable de proteina de alta calidad, Hierro, Selenio y
Yodo. El higado de peces blancos (Gadus morhua y Merluccius gayi) son una
excelente fuente de vitaminas A y D. El filete de sardinas (Sardinops sagax),
arenque (Clupea spp.) vy jurel (Trachurus spp.) son una importante fuente de
acidos grasos altamente insaturados (n3-PUFA), tales como el acido
eicosapentanoico (EPA, 20:5n3) y el acido docosahexaenoico (DHA, 22: 6n-
3). Los &cidos grasos n3-PUFA tienen beneficiosos efectos en numerosos
enfermedades del hombre, por ejemplo previenen las afecciones
cardiovasculares y ataques al corazon. EIl DHA es muy importante en el

normal desarrollo de cerebro y retina del feto (Sargent et al., 2001).

De acuerdo a Koumoundouros et al. (2003), otro aspecto escasamente
estudiado son las malformaciones que tienen que ver con la calidad del
pescado desde el punto de vista de su apariencia. Las anormalidades morfo-
anatomicas degradan drasticamente el desempefio biolégico de las especies

en cultivo y distorsionan su apariencia, resultando en una reduccion del valor
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comercial e incremento de los costos de produccién. Desde el punto de vista
de la sustitucion de la harina de pescado por otras fuentes proteicas este

aspecto no ha sido estudiado en profundidad.

Otro factor que influye en la calidad son los pigmentos. Si bien estos no son
nutrientes esenciales en los estados de desarrollo de los peces y hay poca
evidencia que soporten un rol sanitario, en sistemas de produccién intensivos
de peces son muy importantes, pues la ausencia de ellos en los alimentos de
engorde afectan la calidad de coloracion del producto comercial. La
astaxantina y la cantaxantina son incorporados en los alimentos acuéticos
para seleccionadas especies a un nivel similar que los micronutrientes. Ellos
cumplen un rol fundamental en la coloracion del musculo blanco,

especialmente en salmonidos (Baker, 2001).

Si bien el desarrollo de nuevas fuentes proteicas es importante, existe la
necesidad de investigar la sustentabilidad de tales productos en las dietas
para la acuicultura, poniendo atencion no solo al desempefio en el
crecimiento sino que también a la calidad del pescado. La optimizacion de la
calidad del pescado puede ser la via para mejorar la aceptacion del
consumidor y dar mayor rentabilidad a los productos de cultivo.

Varios son los factores endégenos y exdégenos que influencian la composicion
proximal y los atributos de calidad del pescado, por ejemplo la dieta, el
ambiente, la ontogenia y el estado fisiologico (Bjerkeng et al., 1997). De
acuerdo a Rasmussen (2001), la calidad de los salménidos esta afectada por
pardmetros tales como tipo de alimento, nivel de consumo diario (racién) y el
crecimiento (engorde). La composicién del alimento tiene la mayor influencia
sobre la composicion proximal en salmonidos. En particular, los lipidos

corporales como también los lipidos del filete estan directamente relacionado
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con el contenido de grasa de la dieta. De igual modo, el perfil de acidos
grasos del filete estd también fuertemente influenciado por el perfil de acidos

grasos de la dieta (Bell et al., 2001).

Mientras la composicion del cuerpo aparece fuertemente influenciada por la
composicién del alimento, un incremento en otros parametros tal como la
racion de alimento y el tamafio del pez también resultan en un incremento la
deposicién adiposa y disminucion en el contenido de agua del cuerpo del pez.
El contenido de proteina, sin embargo, permanece mas o menos estable
(Rasmussen, 2001). Un incremento de los lipidos corporales en el pez, no es
necesariamente un factor negativo, dependiendo de los propédsitos que se
quieran seguir. Si embargo, un incremento en la grasa corporal esta
acompafado por una reduccion en el rendimiento de la cosecha, debido a un
incremento en el peso de visceras en relacion al peso del cuerpo (Bérquez et
al. 1999).

Como se sefialo anteriormente, la calidad del filete esta fuertemente
influenciada por la composicion y cantidad de alimento consumido y la
estrategia de alimentacion, sin embargo, las caracteristicas sensoriales, tales
como olor, sabor, textura, etc. son sélo influenciadas en pequefia medida por

estos factores (Rasmussen, 2001).

Bjerkeng et al. (1997) investigaron en el salmén del Atlantico la calidad
sensorial, el color del filete, el contenido y distribucion de la grasa y la
composicion proximal cuando se reemplazaba parcialmente la harina de
pescado (10%) por harina de soja entera. Las dietas contenian 32 o 39% de
grasa y 45-47% 6 38-40% de proteina. Las dietas con 32% de grasa
representaban la composicion de dietas comerciales. El andlisis quimico y la

observacion visual revelaron que los peces alimentados con dietas con alto
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contenido de grasa, tenian mas lipidos en la carcasa, mayores depdsitos de
lipidos abdominales y en los mioceptos. El andlisis colorimétrico del musculo
fue mas alto en los salmones alimentados con dietas altas en grasa,
sugiriendo que la absorcién intestinal de astaxantina fue facilitada por el alto
nivel de grasa en el musculo. Ellos no encontraron efectos significativos de la
fuente de proteina sobre la cantidad de astaxantina en el musculo, la escala
de color visual, la composicion proximal, la deposicion de grasa o las
caracteristicas sensoriales observadas. Concluyeron que la harina de soja
entera puede reemplazar parcialmente a la harina de pescado sin
comprometer la calidad sensorial. Anteriormente, Kaushik et al (1995), habian
reportado que el reemplazo total de harina de pescado por productos de soja
ocasionaba cambios en la calidad sensorial en salménidos especialmente en
el sabor; debido a la presencia de lipidos solubles volatiles y compuesto

fendlicos acidos, amargos y astringentes no volatiles y solubles en agua.

Williams et al. (2003) evaluaron la calidad organoléptica y composicién de
acidos grasos del musculo de Lates calcarifer (barramundi) alimentado por 66
dias con dietas donde se variaban las proporciones de harina de pescado y
harina de carne. Los resultados mostraron que los filetes de peces
alimentados con altos niveles de harina de carne fueron méas suaves y firmes
gue los alimentados con altos niveles de harina de pescado. La evaluacion del
“sabor a pescado” fue también mas alto para las dietas con altos niveles de
harina de carne y mas bajo para que una dieta comercial patentada para
barramundi. La exclusién de toda fuente proteica marina no desmejoré el valor
sensorial del pescado. La influencia de la dieta sobre el perfil de acidos grasos
mostré que la fraccién de lipidos neutros de los peces alimentados con la
dieta de harina de carne tenian una mas alta proporcion de acidos grasos
saturados y monoinsaturados de cadena corta a expensas de acidos grasos

de cadena larga, especialmente 22:6n-3. Los lipidos polares s6lo mostraron
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un débil efecto de la dieta, lo cual fue limitado para los &cidos grasos

poliinsaturados de cadena larga.

El efecto de la fuente de proteina sobre la susceptibilidad a la peroxidacion de
lipidos del musculo estudiado en O. mykiss (trucha arco iris) y Dicentrarchus
labrax (lubina) mostré que bajo condiciones in vitro de peroxidacion forzada
por 240 minutos, el musculo de truchas y lubinas alimentadas con dietas que
contienen harina de pescado como principal fuente de proteinas muestran los
niveles mas altos de peroxidacion; mientras la peroxidacion mas baja fue
encontrada en peces alimentados con dietas que contenian gluten de maiz.
En este trabajo se concluye que la sustitucién parcial de harina de pescado
por proteinas vegetales en dietas para peces inducen a una mas baja

susceptibilidad de peroxidacion del filete (Lopez-Bote et al. 2001).

Por otra parte, la composicion lipidica de una materia prima vegetal puede
tener efecto en la composicién y calidad de la carcasa. Los acidos grasos de
los peces proceden de la dieta y del metabolismo que se realice en sus
propios tejidos (Fernandez, 1993). Como ya ha sido expuesto, las principales
fuentes de lipidos en la dieta de los salménidos son el aceite y la harina de
pescado (Hardy, 1988), las cuales en general, presentan altos niveles de
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga de la serie n-3, PUFA
(Guillaume & Metailler, 1999). Es por esto, que la composicién de acidos
grasos en dietas que contienen materias primas de origen vegetal carentes de
este tipo de acidos grasos, puede afectar fisiolégicamente al pez, sin que se
manifieste efectos inmediatos en el crecimiento o la mortalidad (Storebakken
et al. 2000b). Los peces de cultivo alimentados con dietas comerciales que
contienen aceites o0 harinas de origen vegetal presentan mayores niveles de
acidos grasos poliinsaturados de la familia n-6 en los tejidos (Caballero et al.

2002; Bell et al., 200; Torstensen et al. 2000) los cuales pueden competir
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metabdlicamente con los acidos grasos de la familia n-3 (Storebakken et al.,
2000b) disminuyendo asi los niveles de acidos grasos poliinsaturados de la
serie n-3, presentes en el musculo y que son de interés para nutricion

humana.

1.2. Harinay aceite de pescado, problemética actual

La acuicultura intensiva de especies carnivoras, especificamente la de
salmonidos y peces marinos, es altamente demandante de alimentos de alto
costo ricos en proteina y lipidos. Los costos por concepto de alimento
representan sobre el 67% de los costos operacionales en el cultivo de
especies salmodnidas (Refstie, 2000), esto debido a que los principales
insumos son harina y aceite de pescado. El reemplazo de proteina dietaria por
lipidos, en los dltimos afos, ha reducido el costo de la proteina, sin embargo
el problema subsiste, ya que el abastecimiento de ambos ingredientes
provienen de una misma fuente (Hardy, 1994). En adicion, hay un fuerte
esfuerzo para definir y desarrollar nuevas fuentes de proteinas costo-efectivas
gue puedan al menos, parcialmente, disminuir el alto costo y la dependencia

de la harina de pescado en la formulacion (Hardy, 2006).

Los salmonidos y los peces marinos cultivados son en su mayoria carnivoros
y se alimentan en la naturaleza de las presas vivas que capturan, por lo tanto,
su aparato digestivo y todas sus funciones relacionadas con la digestion,
absorcidn, y utilizacion metabdlica se encuentran orientadas, de forma natural,
a la propia naturaleza del alimento que habitualmente consumen (Blanco,
1995). Por esta razon, cuando han sido sometidos a cultivo se ha requerido
del uso de la harina y aceite de pescado como ingredientes principales del
alimento suministrado (Tacon, 1994).
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La utilizaciéon de la harina de pescado, como principal fuente de proteinas en
la fabricacion de los alimentos comerciales de salmonidos y otros peces
carnivoros se debe a sus relevantes caracteristicas nutricionales. Elevada
concentracion proteica, rica en aminoacidos esenciales, fuente de vitaminas
del complejo B y acido fosférico, ademas de acidos grasos poliinsaturados de
la serie n-3 (Hardy, 1988). Todas estas cualidades le confieren un importante
rol en el mercado mundial de alimentos para peces, aves, cerdos, vacas Yy
mascotas (Robaina, 1998). Por su parte el aceite de pescado, junto con ser
una importante fuente de energia, aporta acidos grasos de la serie n-3.

Particularmente 18:3n-3 y acidos grasos de cadena larga (EPA y DHA).

En la actualidad la demanda por la harina de pescado se encuentra en
aumento. La distribucion de uso actual y futuro de la misma se muestra en la
Figura 1, resaltando que al 2010 la demanda y competencia por este
“comodity” serd muy alta. De acuerdo a Pike y Zaldivar (2002) su
disponibilidad mundial a alcanzado niveles de produccion estaticos
(Figura 2) y con tendencia a la disminucion provocando un aumentando su
precio. En los ultimos tres afios el precio de la harina de pescado ha variado
entre US$ 600 y 1000 por tonelada métrica, con tendencia al alza desde 2001

al presente.
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Figura 1. Uso actual de la harina de pescado y su proyeccién al 2010.
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Figura 2. Produccion mundial de harina de pescado segun pais y afio (Fuente: IFFO 2006).
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La situacién del aceite de pescado no deja de ser diferente a la harina de
pescado. De acuerdo a IFFO (2006), la produccion mundial de aceite de
pescado es de alrededor de 1,2 millones toneladas métricas (TM), y en los
Gltima década su produccion se ha mantenido mas o menos estable (Figura
3). Se prevé para el 2010 un abastecimiento insuficiente y un considerable
cambio en la distribucion de uso por sectores. Asi por ejemplo la acuicultura
pasara de un uso de 77% (2005) a 97% (2010) de la produccion mundial.
Mientras que el uso para consumo humano y uso industrial se reducira desde
9% a 1%y desde 12% a 0%, respectivamente. Solamente se mantendra el
2% actual para uso farmacéutico. La variacion de costos del aceite de
pescado ha sido considerable, en unos pocos afios paso desde US$ 250 a
alrededor de US$750, el ultimo valor asociado a “El nifio” de 1998.
Actualmente el precio del aceite de pescado oscila entre US$ 700 y 1200 la
TM.

Produccion mundial de aceite de pescado
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Figura 3. Produccién mundial de aceite de pescado segun pais y afio (Fuente: IFFO 2006).
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A comienzos de la década de los setenta se presenté una reduccién mundial
de la disponibilidad de la harina de pescado causada por una significativa
reduccion en la cosecha de anchoveta Peruana (Adelizi et al., 1998). En la
pasada década, la producciéon de harinas de pescado oscilé entre 6 y 7
millones de toneladas métricas anuales y la de aceites de pescado entre 1 a
1,3 millones de toneladas anuales. La disminucion del afio 1998 fue una
excepcion causada por uno de los mas grandes fenémenos del Nifio, que han
existido y que impactdé a las pesquerias (Pike y Zaldivar, 2002); como
consecuencia la produccion de harina se redujo aproximadamente en un
treinta por cien en Sudamérica, causando una disminucién del veinte por cien
en la produccién global (Watanabe, 2002). Actualmente se utilizan entre 2,5 a
3,0 millones de toneladas de harina de pescado, como insumo para alimentos
de acuicultura, y se vislumbra una eventual escasez mundial en las préximas
décadas (Wurman, 2000). A pesar del estancamiento en los niveles de
produccion y de las variaciones ocasionales que puedan ocurrir, la demanda
global por este insumo continta creciendo. De acuerdo a IFFO (2006), la
estimacion para el afio 2010 es que se utilizaran 3,5 a 4,0 millones de TM de
harina de pescado en dietas para la acuicultura, es decir, entre un 50y 66 por

cien de la produccion mundial actual.

La produccion de harina de pescado viene determinada por el nivel de
recursos disponibles, concentrandose en la explotacion de un pequefio
namero de especies, por consiguiente, es dependiente de su comportamiento.
Este tipo de produccion trae consigo un tipo de mercado muy inestable, con
unas disponibilidades y precios fluctuantes entre un afio y otro (Robaina,
1998).

En Chile, cuatro especies peldgicas son las capturadas y destinadas a la

elaboracion de harina de pescado (Tabla 1). La Subsecretaria de Pesca de
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Chile ha establecido para el recurso jurel una cuota anual de pesca desde
1999/2000. También desde 2002, el recurso sardina estd sometido a una
cuota anual. La caballa la cual no esta sometida a ninguna cuota su captura;

el desembarque ha incrementando en los ultimos afios.

El total de peces pelagicos usados para la industria de harina de pescado fue
de 3,2 millones de TM en el 2003; 4,4 millones de TM en el 2004; 3,5 millones
de TM en el 2005 y 3,1 millones de TM en el 2006 (Sernapesca, 2007).

La produccién de harina de pescado en 2003 fue de 666 TM, en 2004
936.000 TM en 2005 fue de 790.000 TM y en 2006 fue de 734.000 TM
(Mitrano, 2007). Por su parte, la produccion de aceite de pescado ha ido en
disminucién desde 2001 a 2006 alcanzando en este afio una produccion de
112.000 TM (Mitrano, 2007).

Tabla 1. Total de captura de especies pelagicas usada para fabricacion de harina de pescado
en Chile (Fuente, Sernapesca, 2007).

Recurso 2006 2005 2004 2003
Anchoveta 905 1.473 1.860 823
Jurel 1.367 1.367 1.452 1.421
Sardina 549 463 518 466
Caballa 322 223 577 572
Total de captura 3.142 3.544 4.406 3.282

En Chile ha habido un cambio importante de la administracion en sus
industrias pesqueras. Ahora la Subsecretaria de Pesca esta aplicando cuotas
de pesca individuales para las compafias. La administracion ha
desempefiado un papel decisivo en asegurar que la pesca sea sostenible.
Por muchos afios Chile ha exportado tanto como podria producir, luego, a
partir de 1990 las exportaciones cayeron debajo de la produccién debido a la
creciente industria de salmén dentro de Chile usando mucho mas de su harina

y aceite de pescado (Figura 4).

14



Capitulo I, Introduccion general

El incremento en la produccién nacional de salmones y truchas, hacen que la
demanda interna sea aproximadamente superior a 300.000 y 180.000 T. M.
por afio para la harina y aceite de pesacdao, respectivamente. Con las
actuales politicas de crecimiento de la industria salmonera, que esperan
duplicar la produccién de salménidos antes de 8 afios, la demanda por la
harina de pescado de igual forma se duplicara, lo cual convertira
progresivamente al pais en un importador parcial de este insumo (Zaldivar,

2004). Situacion que comenz6 a evidenciarse ya a partir de 1993 (Figura 4).
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Figura 4. Produccion Total, Importaciones y Exportaciones de Harina de Pecado y Aceite de
pescado en Chile, incluida la produccién de peces de cultivo (Fuente: SERNAPESCA, 2007).

1.3. Fuente de proteinas alternativas para la acuicultura
La actual situacion de las pesquerias y como consecuencia la produccién de

harina de pescado, el desarrollo vertiginoso de la acuicultura, el crecimiento

de la produccion en China y la alta competencia por el uso de materias primas
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proteicas de origen marino ha generado la necesidad de buscar y evaluar
fuentes proteicas alternativas de, basicamente harinas de sub-productos

animales y harinas de origen vegetal (Cheng y Hardy, 2002).

1.3.1. Proteinas de origen animal
1.3.1.1. Harinas de subproductos de animales invertebrados

Solo una pequefia porcién de subproductos de animales invertebrados ha sido
usada en alimentos para la acuicultura como reemplazantes de la harina de
pescado (Tacon, 1994), y los ingredientes incluyen harina de pupa de gusano
de seda (Bombix mori), harina de gusano terrestre (Eisenia foetida) y mezcla

de zooplancton (mezcla de copépodos y claddceros en razén 1:6).
1.3.1.2. Harinas de subproductos de animales vertebrados

Las harinas de subproductos de animales vertebrados han sido usadas en
dietas animales desde mediados del sigo XIX (Cheng et al.,, 2002), y
actualmente constituyen la segunda mayor fuente de proteina animal usada
en alimentos para la acuicultura (después de la harina de pescado). Una
amplia variedad de estos insumos ha sido evaluada como potencial
reemplazante de la harina de pescado (Tacon, 1994). Por lo general disponen
de altos contenidos proteicos y buenos perfiles de amino acidos esenciales,
sin embargo, pueden ser deficientes en uno o méas de ellos (El-sayed, 1999).

Uno de los mas utilizados, es la harina de subproductos avicolas (HSA) que
corresponde al producto reciclado de los desperdicios durante la produccion
avicola, y esta constituido por las porciones no comestibles de estos
desechos, sin incluir las plumas (Abdel-Warith et al., 2001). Desde el punto de
vista composicional, la HSA contiene un porcentaje de proteina promedio de

un 60% aproximadamente y es deficiente en el contenido de lisina. Presenta
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ademas un bajo contenido de ceniza comparado con la harina de pescado
(NRC, 1993). La produccion anual total de este producto en EE.UU. es de
0,443 millones de TM y alcanza un precio cercano a los 300 délares por TM.

La harina de pluma por su parte contiene alrededor de un 80% de proteina
con niveles bajos de metionina y bajas cantidades de fibra y cenizas (NRC,
1993). La produccién anual de harina de pluma en EE.UU. llega a 0,364
millones de TM, y su precio alcanza los 280 dolares por TM. El CDA de esta
proteina para trucha arco iris es de entre 81 y 87 por cien (Bureau et al.,
2000). La proteina presente en la harina de pluma proviene de la queratina en
un 85-90% aproximadamente, la que a su vez posee un alto contenido de
cisteina (8,8 por cien de la proteina), por lo tanto, debido a su estructura, este
tipo de material debe ser hidrolizado como prerrequisito para ser digestible
para los animales, ya que en su estado natural posee un bajo valor nutritivo;
de esta manera, el grado de hidrdlisis es un indicador de la concentracion de
proteina soluble presente en esta materia prima (Mendoza et al. 2001). Este
tipo de harina ha sido usada en dietas para trucha arco iris (Satoh et al., 2002;
Sugiura et al.,, 2000; Buerau et al., 2000), Carpa (Jahan et al.,, 2001) y
camaroén blanco del pacifico (Mendoza et al., 2001).

La harina de carne y hueso posee un 51% de proteina, siendo deficiente en el
contenido de metionina (NRC, 1993). Aunque, de acuerdo a Stone et al.
(2000), los niveles de proteina pueden aumentar al mezclar harinas de distinto
origen, por ejemplo la mezcla de harina de vaca y harina de cordero produce
un porcentaje de 60% de proteina aproximadamente. La produccion anual en
EE.UU. alcanza los 2,8 millones de TM y su precio varia entre 160 y 180
dolares por TM. (Alimentos Balanceados para Animales, 2003). En trucha arco
iris alcanza valores de CDA para la proteina cercanos al 85% (Bureau et al.,

2000). Por otro parte, la harina de carne sola contiene un 55% de proteina
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(NRC, 1993). La produccién anual en EE.UU. bordea los 0,101 millones de
TM, y su precio varia entre 500-550 ddlares por TM.

La harina de sangre registra valores cercanos al 90 por cien de proteina
(NRC, 1993). EIl CDA para la proteina es entre 90 y 99% dependiendo del
proceso de secado al que se someta, obteniendo mayores CDA con el secado
en spray, en comparacion con el secado a vapor (Bureau et al., 2000). Su
precio alcanza entre 750 y 800 ddlares por TM.

1.3.2. Proteinas organismos unicelulares

Las proteinas de organismos unicelulares incluye el uso de algas unicelulares
y filamentosas, hongos y bacterias en forma seca como reemplazantes de la
harina de pescado. Dentro de estas se incluyen algas (Spirulina maxima,
Chlorela spp.), hongos (Candida spp., Saccharomyces spp, Kluyveromyces
spp., Phaffia spp.) y bacterias (Methanobacter spp., Pseudomonas spp.,

Micrococcus spp.) (Tacon, 1994).

1.3.3. Proteinas de origen vegetal

Se espera que a futuro sea cada vez mas comun que las dietas contengan
proteinas y aceites provenientes de vegetales. La competitividad de las
harinas vegetales, frente a las harinas de pescado, se debe a su mayor
produccion, la cual no se encuentra limitada por la productividad natural del
medio. Ademas muchas de ellas son subproductos agroindustriales y por
consiguiente, los precios pueden llegar a ser muy competitivos (De la Higuera
& Cardente, 1993). La busqueda de nuevas materias primas es un desafio
con el fin de minimizar el impacto que generan las fluctuaciones en la

disponibilidad de los recursos marinos (Den Bieman , 2000).
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Como fuentes de proteina vegetal se utilizan: cereales, semillas oleaginosas y
leguminosas. A esto se le afiaden los subproductos de las industrias de
fermentacion en el caso de los cereales, y los de la obtencién de aceite en el
caso de las oleaginosas (Guillaume y Metallier, 1999). Con niveles de proteina
cercanos al 30%, ademas de presentar la mayoria de los aminoacidos
esenciales (Petterson et al., 1997), las leguminosas, como alfalfa, frijoles,
arveja, haba y soya, han sido utilizadas en reemplazo de la harina de
pescado. No obstante su empleo se ve reducido en muchos casos, debido a
su utilizacion directa en la alimentacidon humana y hoy en dia a su potencial

uso en la produccién de biocombustibles.

Segun Refstie (2000), de sustitucion de ingredientes en dietas para peces,
deben satisfacer variados criterios, tanto de autoridades nacionales como
internacionales, estos criterios incluyen la composicion estandar, la calidad
nutritiva y la inocuidad. Ademas, el potencial sustituto de la harina de
pescado debe ser ampliamente caracterizado para justificar su uso en piensos

para peces.

La valoracion de una materia prima vegetal no s6lo debe considerar el aporte
nutritivo desde el punto de vista de los requerimientos del pez, sino que
también es necesario valorar aspectos tales como digestibilidad de la materia
prima y su relacion con otros nutrientes (Glencross et al., 2007; Drew et al.,
2007; Glencross y Hawkins, 2004; Thiessen et al 2003; Burel et al 2000b;
Storebakken et al., 2000a); deficiencias de aminoacidos esenciales,
particularmente los ingredientes vegetales son deficientes en lisina y
metionina (Tacon, 1994); presencia de factores antinutricionales y su efecto
sobre la palatabilidad, digestion y absorcion de nutrientes (Francis, et al.
2001). También, el tratamiento tecnolégico (descascarado, extrusién, coccion

o microondas) aplicado a materias primas de origen vegetal (Tabla 3) puede
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mejorar el grado de utilizaciéon digestiva y tener significativas mejoras en los
indices productivos de la especie (Glencross et al., 2005, Pereira y Oliva-
Teles, 2004; Zongjia et al., 2003; Gouveia y Davies, 2000; Carter y Hauler,
2000, Sudaryono et al., 1999).

1.3.3.1. Harinas de Oleaginosas

La soja (Glycine max), es la fuente proteica vegetal mas usada en el
reemplazo de la harina de pescado (Refstie et al., 2005; Mundheim et al.
2004; Cheng et al., 2003; Sales y Britz, 2003; Jahan et al., 2001; Refstie et al.,
2000; Carter y Hauler, 2000; Vielma et al., 2000; Arndt et al., 1999). La
conveniencia del uso de la soja, para reemplazar la harina de pescado ha sido
determinada por ser efectiva en costos, sustentable y con bajo nivel en
fosforo (NRC, 1993).

Sin embargo, las harinas de soja contienen aproximadamente 30 por cien de
extracto no nitrogenado indigestibles (Refstie et al., 2000), ademas presenta
variaciones en el contenido de nutrientes y factores antinutricionales, es
sabido que la soya contiene al menos cinco inhibidores de la tripsina (Adelezi
et al., 1988). Para mejorar su valor nutritivo, debe ser sometida a tratamientos
de calor por periodos de tiempo y condiciones de humedad especificas. En el
mismo sentido, el procesamiento de la soya para producir harinas y
concentrados proteicos mejora sus propiedades nutricionales. Por ejemplo, el
descascarado aumenta el contenido proteico de la harina de soya de 44,8% al
50%, valores muy superiores al 31,2 por cien que poseen los granos de soja
secados al vapor (NRC, 1993); el concentrado proteico de soja, por su parte
alcanza un 62% de dicho nutriente (Vielma et al., 2000). Carter y Hauler
(2000), sefnalaron que el concentrado de soja produce los mejores resultados

al reemplazar un 56 por cien de la proteina presente en la dieta para salmon
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del atlantico en comparacibn a soja descascarada y desgrasada, solo

desgrasada o harina de soja entera (sin extraccion de lipidos).

El Raps o canola (Brassica spp.) es mayormente una fuente de aceite (40-
45%), pero la harina de canola obtenida después de la extraccion del aceite
es una interesante fuente de proteina, poseedora de un contenido proteico de
entre 32% y 45% (Burel et al., 2000a). Sin embargo, este tipo de harina
contiene altas proporciones de fibra (30-40%), ademas de factores
antinutricionales como taninos, saponinas y acido fitico, y glucosinolatos
(GLS) (Thiessen et al., 2001), cuyos metabolitos tienen una actividad
goitrogénica, es decir, un aumento en el tamafio de la glandula tiroides en
todos los animales, incluyendo peces. Por tales motivos, la calidad de la
harina de raps ha sido mejorada considerablemente en los ultimos afios con
seleccion genética de nuevas variedades Brassica napus Yy Brassica
campentris, sin acido erusico y con bajo contenido de GLS (menor de 20-50
pmol/g) (Mwachireya et al., 1999). Por otra parte, tratamientos tecnoldgicos,
como descascarado y la utilizacion de altas temperaturas y solventes
organicos durante la extraccion del aceite, se traducen en una disminucion del
contenido de GLS, fibra, saponinas y taninos (Burel et al. 2000b). Satoh et al.,
(1998) sefalan que el concentrado proteico de céanola (CPC), y el CPC
“defitinizado” (sin acido fitico), puede ser incluido en un 39 por cien de
proteina en la dieta para trucha arco iris. Ademas Kissil, et al. (2000), sefiala
gue el reemplazo total de la harina de pescado por CPC en dietas para trucha
arco iris, es factible cuando se aflade un mejorador de palatabilidad para

evitar la disminucién del consumo.
Otras harinas de oleaginosas usadas en dietas para la acuicultura son harina

de maravilla (Helianthus annus) (Sanz et al. 1994; Sales y Britz, 2003), harina

de mani (Ariachis hypogaea) (Richie y Brown, 1999; Sales y Britz, 2003) y
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harina de algodén (Gossypium sp.) (Tacon, 1994; Lee et al., 2002), que
poseen concentraciones de proteina de 40,7%, 48,1% y 41,2%,

respectivamente.

1.3.3.2. Harinas de Cereales

Los granos de cereales son usados en dietas para peces con el fin de facilitar
la aglutinacion y expansion (Thodesen y Storebakken, 1998), y ademas como
fuente proteica (Storebackken et al., 2000a). El mismo autor sefiala, que los
salménidos en general, hidrolizan en forma limitada el almidon en el intestino y
no regulan eficientemente la concentracion de glucosa cuando los niveles de
extracto no nitrogenado digestibles son altos. Los representantes mas usados
de este grupo vegetal son gluten de maiz (Zea mays), harina de gluten de
trigo (Triticum aestivum), harina de trigo completa, y menos utilizada se
encuentra la harina de cebada (Hurdeum vulgare), con porcentajes de
proteina de 81,8; 62,0; 12,8 y 12,9%, respectivamente (Allan et al., 2000;
Cheng et al., 2003).

1.3.3.3. Harinas de Leguminosas

Entre las harinas de origen vegetal, las leguminosas de grano, han sido
ampliamente utilizadas en ensayos de reemplazo de la harina de pescado en
piensos para peces (Allan, 1997). La Tabla 2 muestra un resumen de la
composicién proximal las principales materias primas vegetales utilizadas en
piensos para la acuicultura. Numerosos estudios en salmonidos tratan sobre
la inclusion de leguminosas (Gouveia et al., 1993; Oberle et al., 1997; Morales
et al., 1994; Regost et al.,, 1999; Carter y Hauler 2000), en todos ellos se
concluye que el reemplazo de la harina de pescado debe ser parcial, no
alterandose asi significativamente el crecimiento, la concentracion de proteina

corporal, la digestibilidad de los nutrientes y la energia.
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Las leguminosas en general son ricas en alimdon, con valores cercanos o
sobre el 50% (por ejemplo arvejas, habas y garbanzos) y con contenidos
energéticos relativamente altos (Tacon, 1994, Allan et al., 2000 y Fontainhas-
Fernandez et al., 1999). En especies como salménidos, la utilizacion digestiva
de polisacéaridos es limitada, sin embargo los tratamientos con calor y la
extrusion producen el quiebre de la estructura del almidon, y asi,
generalmente se mejora su digestibilidad tanto proteica como energética
(Burel et al., 2000a). La Tabla 3 muestra un resumen de la composicion
proximal de algunas materias rimas vegetales que ha sido tratadas con
diferentes procedimientos tecnolégicos con la finalidad de mejorar sus
propiedad nutricionales y su utilizacion digestiva en especies acuicolas. Otro
tratamiento tecnolégico como el descascarado, produce una disminucion en el
contenido de fibra del grano (Davis et al., 2001), aumentando con esto la
concentracion de proteina cruda (Booth et al.,, 2001). Las leguminosas
también son poseedoras de numerosos factores antinutricionales, sin
embargo, gracias a la seleccion genética, hoy en dia las distintas variedades
contienen bajos niveles de inhibidores de la tripsina y lectinas, los cuales
pueden ser posteriormente desactivados con las altas temperaturas que se

alcanzan durante el proceso de extrusion (Burel et al., 2000b).

Por otra parte el concentrado proteico en leguminosas también es posible, a
modo de ejemplo, segun los resultados de Carter y Hauler (2000), el
concentrado proteico de arveja, alcanza un 49% de proteina cruda, y no
representa diferencias significativas de ganancia en peso, al sustituir un 25y

33% de la harina de pescado en dietas para salmén del atlantico.
Otras leguminosas usadas como harina en dietas para la acuicultura son

harina de haba (Vicia faba), Garbanzo (Cicer arietinum) y Alfalfa (Vicia sativa),

con concentraciones proteicas entre 27,7 y 31,3%, 21,6 y 24,2%, 30,9 y 32,3
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por cien; para cada una de las harinas fabricadas de grano entero y grano sin

cascara respectivamente (Booth et al. 2001).

A nivel mundial una de las leguminosas de mayor potencial como fuente de
proteina vegetal alternativa a la harina de pescado es el lupino (Lupinus spp),
también conocido como altramuz o lupini (Glencross, 2001 y 2004). La
situacion de produccion y uso del lupino sera analizado separadamente en los

proximos parrafos.
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Tabla. 2 Composicion proximal y digestibilidad aparente de las principales materias primas vegetales utilizadas en piensos para la acuicultura

comparadas con harina de pescado. Los datos corresponden a materias primas sin ningun tratamiento, excepto la molienda. Modificado de
DFWA, 2001.

Garbanzo (a)3 Arvejas (b)1 Haba (c)3 Soja (d)1 Canola (e)1 Gluten trigo2 H. pescadol

Composicién proximal

Materia seca (g/Kg) 913 915 920 918 920 910 908
Proteina cruda (g/kg DM) 208 255 277 478 366 838 732
Grasa cruda(g/kg DM) 47 11 13 37 26 9 99
Cenizas (g/kg DM) 57 34 30 80 80 8 142
NFE (g/kg DM) 567 700 499 405 528 145 27
Energia bruta (MJ/kg DM) 19,4 17,0 17,3 17,0 19,9 22,6 21,3
Digetibilidad aparente

Materia seca(%) 48,7 72,0 55,9 67,0 49,0 85,0 86,0
Proteina (%) 84,8 89,0 91,6 92,0 79,0 102 93,0
Energia (%) 53,6 83,0 62,2 71,0 53,0 84,3 89,0

(a) Cicer arietinum, semilla seca; (b) Pisum sativum cv. Dunn, semilla seca; (c) Vicia faba, semilla seca; (d) Harina de soja libre de grasa; (e) Harina de canola libre de grasa;
1 Penaeus monodon, 2 red seabream (Pagrus auratus), 3 silver perch (Bidyanus bidyanus)
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Tabla. 3 Composicién proximal y digestibilidad de las principales materias primas vegetales utilizadas en piensos para la acuicultura
comparadas con harina de pescado. Los datos corresponden a materias primas a las cuales se les aplicé algun tratamiento tecnoldgico.

Harina Harina Harina Harina de Harina de Harina Harina Harina
arvejas (a)l canola (b)1 canola(c)1 soja(b)2 soja(c)2 arvejas(a)3 canola(b)3 canola(c)3

Composicién proximal

Materia seca(g/kg) 909 937 915 910 910 909 937 915
Proteina cruda (g/kg DM) 260 431 433 529 448 260 431 433
Grasa cruda (g/kg DM) 4,5 48 9 16 183 4,5 48 9
Cenizas(g/kg DM) 33 79 82 72 53 33 79 82
ENN (g/kg DM) 612 379 391 383 316 612 379 391
Fosforo (g/kg) DM) 4.4 14,9 15,6 19,9 21,7 4.4 14,9 15,6
Digestibilidad aparente

Materia seca (%) 71,5 57,1 64,6 - - 66,3 70,8 66,6
Proteina (%) 92,9 82,9 91,9 55,8 69,0 87,9 90,9 88,5
Enargia (%) 77,7 69,3 80,9 86,0 84,8 68,9 76,4 70,0
Fésforo (%) 100,0 49,3 64,7 69,4 75,9 42,6 26,4 41,8

(1) Datos de Burel et al. (2000a) para Scophtalmus maximus (turbot), (2) McMeniman (1998) para Lates calarifer (seabass asiatico) y (3) Burel et al. (2000a) para Oncorhinchus
mykiss (trucha arco iris). Tipos de tratamientos:(a) extruida, (b) desgrasada, (c) tratada con calor, (d) entera.
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1.4. El lupino como ingrediente proteico alternativo en piensos de

peces

1.4.1. Cultivoy produccién en el mundo

Existen mas de trescientas especies lupino, de los que soélo cinco son
cultivadas (Glencross, 2001 y 2004) y de estas, sélo tres especies son
explotadas comercialmente; lupino blanco (Lupinus albus), lupino dulce o de
hoja angosta (Lupinus angustifolius) y lupino amarillo (Lupinus luteus) (Figura
5). EIl L. Angustifolius domina la produccion mundial y mayoritariamente es

producido en climas mediterraneos y en el sur de Australia Occidental.

Figura 5. Especies de género Lupinus, que son explotadas comercialmente. A: Lupinus albus,
B: Lupinus luteos y C: Lupinus angustifolius.

De acuerdo a DIG (2001), en la década de 1930 se desarrollo en Alemania las
primeras selecciones de lupino dulce, libres de alcaloides, y que pueden ser
consumidos directamente por el ser humano y los animales. Hoy estos lupinos
son producidos como forraje o leguminosa de grano principalmente en la ex

Union Soviética, Polonia, Alemania y el Mediterraneo, ademas de producirse
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como “rubro exportable” en Australia, para ser vendido al mercado europeo y
asiatico principalmente. La produccién y el comercio mundial se concentra
actualmente en este tipo de lupino, pero existe ademas una proporcion muy
inferior, aunque nada despreciable, de produccién de Ilupino amargo,
mayoritariamente en paises del Mediterraneo, norte de Africa y Australia, los
gue son a su vez los principales actores del comercio internacional de este
tipo de producto (unos como importadores y, en el caso de Australia, como

exportador).

La produccion de lupino en el mundo ha sido creciente, siendo actualmente
del orden de los 1,7 millones de toneladas, de las cuales se comercializan
internacionalmente unas 900 mil toneladas al afio, ambas cifras referidas al
lupino en general, sin distincion de especie y tipo de lupino. La superficie en
produccion es de aproximadamente en 1,4 a 1,5 millones de hectareas, de las
cuales Australia concentra un 90% (Figura 6). El 10% restante se reparte en
mas de 20 paises, de los cuales soélo tres superan el 1% de la superficie
mundial: Polonia (1,9 a 3,3%), Chile (1,1 a 1,2%) y Espafia (1,0 a 1,2%).

Distribucién de la Superficie Mundial con Lupino
(promedio 1996-2000)
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Figura 6. Distribucion de la superficie mundial dedica al cultivo de lupino (DGI, 2001).
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1.4.2. Situacién del Lupino en Chile

En Chile el cultivo del lupino ocupa un lugar secundario en la agricultura, a
pesar de su relevancia en las regiones sur del pais y el potencial desarrollo
gue podria alcanzar. En forma silvestre existen dos especies de lupino en
Chile; ellos son la yerba del traro (L. microcarpus), y el lupino andino de grano
grande (L. Mutabilis), este ultimo, originario de la Zona Norte de Chile,

constituyo la base de la alimentacion de las culturas precolombinas.

Los primeros lupinos introducidos al pais fueron L. Angustifolius, de flor azul y
amargos, que fueron utilizados como abono verde en las vifias a partir de los
inicios del siglo pasado (von Baer, 2001). Debido a las condiciones de invierno
hamedo, verano seco y suelos acidos, del Centro sur y sur de Chile, hacen
emerger al lupino como una leguminosa alternativa, para cultivo en el pais
(Penaloza, 1997). En 1949 se da comienzo a la introduccién de L. albus y L.
luteus, dulces o de bajo contenido de alcaloides, para fines forrajeros. Soélo al
alcanzar una superficie superior a 10.000 ha en 1976 el lupino fue
considerado como cultivo, no diferenciandose entre dulce, amargo, blanco o

australiano.

Actualmente el cultivo del lupino se concentra en la produccion del lupino
blanco (L. albus) y el lupino amargo (L. angustifolius). El primero esta en
manos de agricultura empresarial fundamentalmente destinado a la
alimentacion animal. El lupino amargo por su parte, se encuentra
tradicionalmente en manos de la agricultura campesina, mayoritariamente de
origen mapuche que, con un nivel bajo de tecnologia y costos, lo emplean
hace mas de 30 afios en la rotacién del cultivo de trigo y como otra fuente de

ingresos.
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La superficie cultivada en Chile, ha fluctuado entre 15.000 y 28.000 ha (Figura
7), concentrandose principalmente en la Region de la Araucania (ODEPA,
2006). Desde la temporada 2002/03 el area de cultivo el area de cultivo viene

con un crecimiento sostenido, producto de la demanda del sector salmonero.
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M Superficie (Ha) i Produccion (Ton)

Figura 7. Evolucion de la superficie sembrada y produccion Lupino en Chile. Periodo 1999/00
a 2006/07. 2 Cifras provisorias. Fuente: ODEPA (2006) con informacion de INE, IANSA,
industrias aceiteras y CCT.

Los rendimientos han fluctuado entre los 10 y 60 quintales’/ha con un

promedio de alrededor de 20 quintales/ha (von Baer, 2001).
Los principales usos del lupino producido en el pais estdn en el mercado
interno (Pefaloza, 1997), siendo empleado en la alimentacion animal, en

rumiantes monogastricos, aves y peces, entre otros.

Por otro lado, mas alla de las industrias que hoy consumen la mayor parte del

lupino dulce en Chile, existe un gran potencial en la industria de alimentos
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para peces, debido al encarecimiento de la soja y sus derivados, siendo el
lupino una de las opciones aparentemente viables en términos técnicos y
econdémicos para su sustitucion (Hughes, 1988; Hughes, 1991). Durante el
aflo 2007 se produjeron casi sobre el millén de toneladas de alimento para
peces en Chile, se estimandose que el 1% de los ingredientes corresponde a
lupino descascarado proveniente de agricultura nacional, aun cuando los
productores de alimento no reconocen que han empezado a usar lupino en

sus formulas.

Esta tendencia de crecimiento sostenido de la industria acuicola ha sido
favorable para los precios de venta del lupino, a raiz de los contratos de
siembra que se han comenzado a ofrecer desde la temporada pasada para
lupino dulce, por parte de esta industria de piensos, es asi como en la ultima
cosecha se lograron valores de $ 90 por kilo (US$ 0,155), para el lupino
amargo y de $ 105 (US$ 0,181) por kilo para el lupino dulce (ODEPA, 2006).

1.4.3. Valor nutricional del lupino

El nivel de proteina de las harinas de leguminosas varia segun si es elaborada
con el grano entero o descascarada, o bien si ha sido extraido o no los lipidos,
cuando se trata de oleaginosas. El lupino no es distinto, y alcanzara altos
niveles de proteinas, comparable con la harina de soya desengrasada,
dependiendo del tratamiento que se le aplique (Tabla 4). La harina de lupino
se produce normalmente por el descarado de la semilla y la posterior
molienda. El perfil de aminoacidos del lupino varia segun especies y
variedades (Tabla 5). En términos generales es deficiente en lisina y
metionina; cuando se usa en piensos para peces en concentraciones altas

estos aminoacidos deben ser compensados de forma adecuada.
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De acuerdo a Yanez et al. 1983, en Chile, los niveles de proteina cruda de las
distintas variedades de lupino entero (semilla) oscilan entre un 31 y 34%, las
semillas de L. angustifolius y L. albus variedad astra y multolupa, contienen un
35% proteina cruda, mientras que el L. luteus puede llegar a un 44% de

proteina cruda (Tabla 5)

Tabla 5. Composicién proximal de las semillas de Lupino cultivadas en Chile.

Composicion L. albus L. albus (var. L. luteus L. angustifolius
(var. astra) Multolupa)
Humedad 8,5 9,0 9,9 10,2
Proteina (%MS) 35,3 34,7 44,4 34,2
Extracto Etereo (%MS) 10,7 12,8 54 5,6
Cenizas (%MS) 3,8 3,6 3,9 3,2
Fibra (%MS) 13,1 11,3 16,8 13,1
NFE! 37,1 37,6 29,5 43,9

"Calculado por diferencia. Modificado de Yéanez et al. 1983

La totalidad de las proteinas presentes en la harina de lupino son
relativamente ricas en lisina comparadas entre ellas, aunque deficientes en
aminoacidos azufrados, como metionina y cistina, fendmeno que limita su
inclusion en la formulacion de alimentos (Petterson, 1997). La composicion de
aminoéacidos de las variedades de lupino cultivadas en Chile se muestra en la

Tabla 6, comparada con el perfil de la harina de pescado.
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Tabla 4. Composicion quimica de los principales productos de lupino en comparacién con la harina de pescado y la harina de soja (todos
los valores se expresan en g/Kg de MS a menos que este especificado de otra forma).

N H. pescado Harina H. lupino H. lupino H. lupino H. lupino C. proteico P. aislada
chilena de soja amarillo = blanco * dulce® dulce® de lupino* de lupino

Materia seca (MS) 917 909 903 922 885 911 942 926
Proteina cruda 770 518 547 455 415 351 690 810
Proteina digestible 673 477 485 402 354 n.d. 679 770
Grasa cruda 68 47 87 137 53 65 93 125
Cenizas 142 69 44 36 33 30 31 30
Fésforo 22 8 6 5 4 3 5 5
Materia orgénica 858 931 956 964 967 970 969 970
Energia bruta (MJ/kg MS) 21,3 19,6 20,9 21,3 204 20 22,2 22,6
Energia digestible (MJ/Kg MS) 21,1 14,1 134 14,8 10,8 nd. 18,7 20,6
Lisina 57 34 23 20 18 18 25 25
Treonina 34 23 16 16 14 14 23 23
Metionina 21 8 4 3 3 3 5 4
Isoleucina 32 25 16 19 16 15 27 28
Leucina 56 42 35 31 28 27 51 51
Valina 39 27 17 18 16 15 23 24
Fenilalanina 30 28 18 17 16 15 28 28
Histidina 31 16 14 11 12 10 15 16
Arginina 43 40 47 52 44 45 78 81

1, L. Luteus; 2, L. Albus; 3, L. Angustifolius; ** extraido por solventes; *descascarada; n.d.: no determinado; C: concentrado; P: proteina (Glencross, 2004, modificada).
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Tabla 6. Composicion de aminoacidos (g/100g proteina) de las especies de lupino
cultivadas en Chile.

Aminoacldos L. albus L. albus Lupinus Lupinus Harina d(j
(v. astra) (v.multolupa) luteus angustifolius Pescado

Esenciales

Arginina 7,8 8,6 8,5 9,1 50

Fenilalanina 3,5 3,9 35 3,6 4,0

Histidina - 0,8 32 - 2,5

Isoleucina 31 4,1 31 3,3 4,3

Leucina 6,7 7.4 7,3 6,7 7,3

Lisina 3,7 4,3 4,8 4,5 58

Metionina 0,3 0,5 0,4 0,4 2,4

Treonina 3,9 4,1 3,5 3,6 3,6

Triptofano - - - - 11

Valina 2,7 3,6 2,8 3,0 5,4

No esenciales

A. Aspartico 10,6 9,5 10,2 9,7

A. Glutamico 21,5 21,6 25,4 24,3

Alanina 31 33 3.2 34

Cistina 1,0 1,2 2,0 1,3 0,9

Glicina 3,8 3,6 35 4,0

Prolina 35 4,3 37 4,2 -

Serina 53 4,9 5,0 55

Tirosina 4,4 4,8 2,7 3,6 3,2

Modificado de Yanez et al., (1983); ‘Burel et al., (1998)

El Lupino no es reconocido como una oleaginosa, sin embargo la harina de
lupino blanco tiene una razonable cantidad de lipidos de entre el 13y 14 %
en base seca. L. luteos y L. angustifolius tienen bajos niveles de lipidos no
superando el 8% en base seca. El analisis de los lipidos crudos ha
revelado que los triglicéridos constituyen el 71% de los lipidos totales, el
remanente esta compuesto por fosfolipidos (14,9%), esteroles libres 5,2%,
glicolipidos (3,5%), esteroles y esteres de ceras (0,5%), acidos grasos

libres (0,4%) y 0,4% de hidrocarbonos y material ceroso no identificado
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(Glencross, 2004). El perfil de &cidos grasos en el aceite de las diversas

especies de lupino se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Composicién de acidos grasos de las especies de lupino cultivadas en Chile.

Acidos grasos Nomenclatura L. albus L. luteus L. angustifolius
Miristico 14:0 0,10 - 0,2
Palmitico 16:0 7,76 48 11,0
Estearico 18:0 1,56 2,5 3,8
Araquidico 20:0 1,18 2,6 0,9
Behénico 22:0 3,88 7,1 19
Lignocérico 24:0 0,65 0,8 0,4
Palmitoléico 16:1 0,35 - 01
Vacénico 18:1 n7 2,10 0,7 0,7
Elaidico 18:1 not 1,00 - 4,0
Oleico 18:1 n9c 49,85 20,3 335
Eicosanoico 20:1 4,34 18 0,3
Erucico 22:1 0,8 < 0,01
Linoleico 18:2 n6 17,20 47,3 37,1
Linolénico 18:3n3 9,45 8,0 53
Eicosadienoico 20:2 - - 0,4
Eicosatrienoico 20:3 - - 0,2
Araquidénico 20:4 0,40 - 0,0

Modificado de Petterson et al., (1997).

Los &cidos grasos saturados, estan compuestos principalmente por el
acido palmitico (16:0), representando un 11% en L. angustifolius, 8% en L.
albus variedad astra, 5,7 % en L albus variedad multolupa y 4,8 % en L.
luteus. También, dentro de este grupo es posible encontrar solo trazas de
acido miristico (14:0) y muy bajas cantidades el acido estearico (18:0). El
mayor porcentaje de acidos grasos presentes en el lupino corresponde a
los monoinsaturados, siendo el &cido oleico (18:1n9c), el mas importante.
Los valores de este acido graso varian de acuerdo a la especie,
encontrandose en L. albus un 49%, en L. angustifolius un 33,5% y en L.
luteus un 20,3%. En relacibn a la composicion de &cidos grasos

poliinsaturados, la semilla de lupino contiene cantidades apreciables de
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acido linoléico (18:2n6), entre un 17.2% en L. albus y un 47.3% en L.
luteus. Ademas existen niveles importantes del acido linolénico (C18:3n3),
siendo mas abundantes en L. albus (9.5%), las otras especies presentan
porcentajes menores, aunque bastante superiores a otras leguminosas
(Masson & Mella, 1985).

Los carbohidratos contenidos en la harina de lupino, son muy diferentes a
otros granos, poseen altos niveles de polisacaridos soluble e insolubles no
almidon (NSP). Este grupo de carbohidratos forma primeramente la
estructura de polisacaridos de la semillas. ElI almidén esencialmente no
existe en la semilla de lupino. Los azucares libres contenidos en la harina
de lupino estdn dominados por glucosa y galactosa, cada una con
alrededor de 30 a 40g/Kg MS (Glencross, 2004).

Los factores antinutricionales encontrados en materias primas vegetales
son uno de los principales factores que limitan en altos niveles de inclusién
en piensos para peces (Tacon, 2002). La Tabla 8 muestran resume los
principales grupos de factores antinutricionales encontrados en vegetales
utilizados en piensos para peces; la toxicidad y concentracion puede variar
de una especie a otra y dentro de las variedades de una misma especie
(Francis et al., 2001).

Tradicionalmente altos niveles de alcaloides fueron encontrados en lupino,
sin embargo el nivel de alcaloides en las nuevas variedades mejoradas son
usualmente menores que 200 mg/Kg. El desarrollo genético de variedades
de lupino “dulce”, se ha traducido en granos con bajos niveles de
alcaloides, de entre 130 a 150 mg/Kg (DFWA, 2001).
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Tabla 8. Principales factores antinutricionales en lupino comparado con otras materias
primas proteicas vegetales.

Factor Antinutricional Soja (a) Lupino (b) Canola Arvejas
Alcaloides (mg/Kg MS) 10 200 n.d. n.d.
Glucocinolatos (mol/Kg MS) n.d n.d. 9000 n.d.
Lecitinas (diluciones) n.d n.d. n.d. 4
Oligosacaridos (g/Kg MS) 60 50 30 35
Fitatos (g/Kg MS) 15 5 40 5
Inhibidor proteasas (g/Kg MS) 31 0,2 n.d. 2,9
Saponinas (g/Kg MS) 5000 573 n.d. n.d.
Taninos totales (g/Kg MS) n.d n.d. 1,8 3,7

n.d.: no disponible; (a) Harina descascarada y desgrasada; (b) Harina semilla entera de L. angustifolius. Tomado
de Glencross (2002).

Aun cuando no se han reportado datos sobre la influencia de alcaloides en
peces, ellos son considerados disuasivos alimentarios por su sabor amargo
(Glencross, 2002). Otro potencial factor antinutricional en lupino son los
oligosacaridos; estos compuestos son encontrados en harinas proteicas de
legumbres, los altos niveles de oligosacaridos pueden interferir con la
digestion de otros nutrientes, provocan efectos osméticos en el intestino y
fermentacion anaerdbica de azucares provocando produccion de gas.
Glencross et al. (2003b) evaluaron la extraccion de oligosacaridos y la
adicion de enzimas exdgenas en harina de lupino y encontraron
significativas mejoras en la digestibilidad y en la mayoria de los
parametros nutritivos en trucha arco iris. La eliminacion del componente de
etanol soluble en la harina de lupino tuvo una mayor influencia en la

mejora de la digestibilidad.

En general, el nivel de la mayoria de los factores antinutricionales en lupino
son considerablemente menores que en otras fuentes proteicas vegetales.
Notablemente el lupino estd desprovisto de inhibidores de proteasas,
saponinas, lecitinas, taninos y glucocinolatos (Glencross, 2004).
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1.4.4. Uso de lupino en acuicultura

El reemplazo de la harina de pescado por harina de lupino en dietas para
las distintas especies de salmoénidos ha sido reportado con resultados
satisfactorios, en cuanto a crecimiento y digestibilidad. Numerosos estudios
han demostrado que el lupino presenta buena aceptacion y un gran valor
nutricional como ingrediente en muchas aplicaciones dietarias en
acuicultura (De la Higuera et al., 1988; Hughes, 1988; Hughes, 1991,
Gouveia et al., 1993; Morales et al., 1994; Robaina et al., 1995; Burel et al.,
1998; Robaina, 1998;; Burel et al. 2000a; Carter & Hauler, 2000; Farhangi
& Carter, 2001; Bransden et al., 2001; Glencross et al., 2002; Borquez y
Alarcén, 2002; Glencross et al., 2002, 2003a, 2003b, 2004, 2005, 2006,
2007). La proteina y lipidos que componen el lupino, constituye la mayor
parte de la energia digerible de este ingrediente en el alimento, la proteina
del lupino presenta a menudo una digestibilidad superior al de otras
fuentes de proteinas vegetales y animales (DFWA, 2001) (Tabla 9). El
lupino presenta una ventaja econdmica, sobre la utilizacion de otras
harinas vegetales como la soja, lo cual la convierte en una fuente

alternativa de reemplazo bastante atractiva (Hughes, 1988).

Recientes estudios de utilizacion digestiva de las principales especies de
lupino comparadas con soja en trucha arco iris (Tabla 9), han mostrado
gue la digestibilidad de la materia organica, de la energia y la del
nitrégeno/proteina, no presenta diferencias significativas. Ademas,
notables diferencias se han encontrado en la digestibilidad del fésforo; la
digestibilidad del fosforo en lupino es del 100% al ser valuada en L. albus,
L. angustifolius y L. luteus, en cambio la digestibilidad del fésforo en soja

solo alcanza el 45 por cien (Glencross y Hawkins, 2004).
Al igual que en salménidos, la harina de lupino puede ser una fuente de

proteina alternativa en el alimento de peces marinos. Trabajos realizados

en la dorada (Sparus aurata) han demostrado un crecimiento similar a los
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alcanzados con inclusiones de soya, a igual nivel sustituciéon (Robaina et
al., 1995). Otra de las especies en las cuales ha sido utilizado el lupino
con excelentes resultados es el rodaballo (Scophthalmus maximus);
juveniles alimentados con un 50% de inclusiébn de lupino no exhiben
efectos adversos en el crecimiento, ni tampoco cambios en la composicion
corporal (Burel et al. 2000b).

Tabla 9. Digestibilidad de harinas de lupino comparada con soja y gluten de trigo en
O. mykiss y S. auratus (Glencross y Hawkins, 2004).

NViferies *Lupinus *Lupi'nu_s *Lupinus Soja Glut_en
Albus angustifolius luteus desgrasada de trigo
O. mykiss ("stripping")
Materia organica 59.3 58.0° 55.5 65.5 88.4"
Fésforo 100.0" 100.0" 100.0" 45.0° 62.2°
Energia 64.0° 62.4° 64.9° 75.1° 90.7"
Nitrogeno/proteina 88.32 93.1* 95.3" 86.82 100.0"
Pagrus auratus (decantacion)
Materia organica 52.8" 49.7° 60.7° 74.4° 93.5"
Fésforo 100.0" 100.0% 90.9° 81.7° 72.8°
Energia 60.9" 62.4* 69.5° 81.0° 95.8"
Nitrégeno/proteina 100.0? 99.1° 97.7° 96.2* 100.0*

Diferentes superindices indican diferencias significativas entre los valores de las medias entre los ingredientes,
pero no entre nutrientes ni especies (P<0,05). *Harinas sin cascara, molienda de cotiledones.

Como consecuencia del vertiginoso crecimiento de la acuicultura intensiva
y la posible limitacion de la harina de pescado, hoy existe la necesidad de
fuentes alternativas de proteinas. Este es el escenario en el cual se
encuentra la acuicultura chilena, pero al igual que con la harina de
pescado, la Salmonicultura Chilena puede tener ventajas competitivas, si
comienza a usar el lupino, no sélo por las bondades nutricionales de esta
materia prima, comparado con otros ingredientes vegetales, sino también
porque el sur de Chile posee condiciones inmejorables para producir tanto

lupino como la industria lo demande.
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1.5. Utilizacion proteica y lipidica en peces y su relaciébn con

materias primas vegetales

Las proteinas difieren de otras macromoléculas biol6gicamente
importantes, tales como los carbohidratos y lipidos en su estructura basica.
Asi por ejemplo; en contraste con la estructura de dichos grupos quimicos,
gue a menudo estan formados por la repeticion de unidades idénticas o
muy similares (ej. almidén, glicégeno y celulosa), las proteinas por el
contrario, pueden estar formadas hasta por 100 unidades basicas
diferentes (aminoacidos). Por lo que consecuentemente es posible tener
una gran variabilidad y rango de compuestos, no sélo en relacion a la
composicion, sino también en cuanto a la forma de la proteina (Tacon,
1989).

Las proteinas son el mas abundante material organico en el tejido de los
peces, ocupan alrededor del 65 a 75% del total en base seca. Los peces
consumen proteina para obtener aminoacidos. La proteina es digerida o
hidrolizada y libera aminoacidos libres, los cuales son absorbidos en el
tracto intestinal y distribuidos a través de la sangre hacia los 6rganos y los
tejidos (Twibell y Wilson. 2002).

Las proteinas son requeridas en la dieta para proveer aminoacidos
esenciales y nitrdgeno para la sintesis de aminoacidos no esenciales. Las
proteinas en los tejidos del cuerpo incorporan alrededor de 23 aminoacidos
y entre estos 10 aminoacidos deben ser abastecidos en la dieta pues los
peces no pueden sintetizarlos. Los aminoacidos son necesarios para el
mantenimiento, crecimiento, reproduccion y renovacion de tejidos. Una
gran proporcion de los aminoacidos consumidos por el pez son
catabolizados para la obtencidbn de energia. Los peces estan bien
adaptados para usar un exceso de proteina por esta via. El catabolismo de
las proteinas hace que se libere amonio (Bureau y Cho, 2005), compuesto

gue en elevadas proporciones resulta toéxico para los animales.
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El valor nutricional de las proteinas dietéticas no es idéntico. El valor
nutricional de una fuente de proteina esta en funcion de su digestibilidad y
perfil de aminoacidos. De acuerdo a Twibell y Wilson (2002), la deficiencia
de aminoacidos esenciales genera una escasa utilizacion de la proteina
dietética, por lo tanto retarda el crecimiento, la ganancia en peso vivo y la
eficiencia del alimento. En varios casos, la deficiencia reduce la habilidad
para resistir enfermedades y aminora la efectividad del mecanismo de
respuesta inmune. Segun Bureau y Cho (2005), la deficiencia de triptéfano
en peces provoca escoliosis y deficiencias de metionina producen
cataratas. Tacon (1995), revisa detalladamente los signos morfolégicos de

carencia y toxicidad de los nutrientes en los peces de cultivo.

El requerimiento proteico es afectado por el contenido energético de la
dieta, disminuyendo en altas densidades de energia, consecuentemente la
comparacion de requerimientos se debe hacer con respecto a la energia.
Sobre esta base, es claro que los peces tienen un requerimiento de
proteina mayor que los mamiferos carnivoros los cuales, a su vez, tienen
un requerimiento mayor que los mamiferos omnivoros. Las dietas para
salmonidos generalmente contienen 35-45% de proteina digestible (PD), 6
40 a 45% de proteina cruda. Sin embargo, los aminoacidos o la proteina
deben ser suministrados en relacion a la energia digestible (DE). La razon
recomendada de proteina digestible/energia digestible en dietas para
salmonidos es de 20 a 26 g/MJ (92-102 g de proteina por Mcal). Cuando
se incrementa esta proporcion, se incrementa la excreciébn de amonio;
también se incrementan los requerimientos de oxigeno disuelto porque la
eficiencia con la cual la energia es usada disminuye (Bureau y Cho, 2005).
En otras palabras, la fijacién de proteinas en el masculo disminuye porque
estas han sido utilizadas como fuente de energia.

Los requerimientos de proteina en los peces son mucho mas altos (dos a

cuatro veces) que en otros vertebrados. Esta observacién ha dirigido a

ciertos investigadores a sugerir que la eficiencia de utilizacion de las
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proteinas es mas baja en peces que en otros animales (Tacon y Cowey,
1985). Los requerimientos de proteinas de los peces no son tan disimiles
gue lo de otros vertebrados cuando son expresados en términos de
consumo relativo de alimento (gramos de proteina por kilogramo de peso
por dia) y ganancia en peso vivo (gramos de proteina por kilogramo de
peso vivo ganado). Bowen (1987), citado por Twibell y Wilson (2002),
compard varios parametros relativos al consumo de proteinas para el
crecimiento en peces y otros vertebrados y encontré pequefas diferencias

en la utilizacién de proteinas entre las especies comparadas (Tabla 10).

De acuerdo a Robaina (1998), la retencion neta de N por el pez es
aproximadamente del 40%. Este valor es similar al de los pajaros y mamiferos
omnivoros, existiendo sin embargo, importantes diferencias en el
metabolismo de las proteinas de los peces y los animales de sangre caliente.
El musculo del pez, el cual comprende aproximadamente el 60% de su peso
total, es muy blanco y glucolitico y aunque las tasas de sintesis de proteinas
en €l son muy bajas, mucha de la proteina alli sintetizada es retenida.
Consecuentemente, muchas de las pérdidas de N por el pez probablemente
ocurren como resultado de una oxidacion directa de los aminoéacidos,
principalmente en el higado, después de que sean asimilados. Por el
contrario, pajaros y mamiferos omnivoros tienen mayores tasas de
renovacion proteica que los peces, siendo ésta la principal causa de las

pérdidas de N en este tipo de animales.
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Tabla 10. Parametros relacionados con el consumo de proteina para crecimiento de
peces y otros vertebrados.

Parametro Peces’ Otros Vertebrados?

Tasa crecimiento especifica 2,76 2,44
(incremento diario en porcentaje)

Proteina en la dieta 400,30 200,00
(gramos / Kg de alimento)

Consumo proteina para maximo crecimiento 16,50 12,00
(mg proteina ingerida/g peso himedo/dia)

Eficiencia de retencion proteica 31,00 29,00
[100x(g prot. retenida/g prot. ingerida)]

Razon de eficiencia proteica 1,94 1,96
(g crecimiento/g de proteina ingerida)

Eficiencia conversion de alimento 0,78 0,26

(g crecimiento/g de dieta ingerida)

1 valores medios de 18 estudios en peces, 2 valores medios de 8 estudios incluye ternero, pollo, cordero, cerdo y
rata blanca. Datos de Bowen (1987) en Twibell y Wilson (2002),

La toxicidad de los componentes nitrogenados excretados por los peces
constituye unos de los factores mas limitantes de la acuicultura intensiva. La
concentracion dietética de proteina en alimentos para peces carnivoros es
muy alta, pero su contenido de grasa puede variar entre especies y sistemas
de produccién. Las dietas para la produccion de trucha racion en agua dulce
son formuladas con altos niveles de proteina y con 15 a 25% de grasa e
intentando obtener una baja excrecion de fosforo, para limitar la contaminacion
de los cuerpos de agua dulce. Cuando las mismas especies son criadas en
agua de mar para alcanzar mas de 3 Kg el contenido dietario de grasa, puede
exceder el 30% y el rango de concentracion de proteina variar de 35 a 40%.
En agua de mar el nitrbgeno es mas limitante para el crecimiento algal que el
fosforo (Refstie, 2000), en este sentido, la utilizacion de materias primas
proteicas de origen vegetal, en dietas para peces, al igual que otras fuentes de
proteinas deben ser convenientemente equilibradas con el nivel de energia de
la dieta, afin de hacer un uso optimo de la proteina y minimizar la excrecion de
productos nitrogenados; una ventaja adicional para las materias primas
proteicas vegetales es que algunas de ellas (ej. Lupino, gluten) tienen niveles

de fosforo altamente digerible por los peces (Glencross, 2004).
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El aporte de lipidos es un importante factor en la alimentacién, debido a
su elevado contenido energético, siendo ademas un importante
componente del alimento de los peces. Como fuente de grasas
principalmente se utilizan los aceites de pescado y méas recientemente los

aceites vegetales.

Las grasas procedentes de la alimentacion son tratadas a nivel de intestino
por los fermentos pancreéticos, como la lipasa, y descompuestas en
glicerol y acidos grasos libres, que, con el concurso de la bilis, atraviesa la
barrera epitelial del intestino y son absorbidas, pasando al espacio linfatico.
Los acidos grasos, se transforman nuevamente en triglicéridos, se asocian
al parecer a una proteina fijadora y a otros compuestos lipidicos, como el
colesterol y fosfolipidos, forman determinadas lipoproteinas y, de esta
forma, son transportados por la sangre. Los lipidos, tanto los recién
absorbidos a nivel intestinal como los procedentes de otros tejidos de
almacenamiento, para poder incorporarse a un medio liquido, como es la
sangre, tienen que atenuar su caracter hidréfobo asociandose a moléculas
hidrofilas, como la proteina fijadora. Esta proteina, y es por esto lo
importante de la alimentacion artificial, tendria mas afinidad por los acidos
grasos insaturados que por los saturados. Los acidos grasos de cadena
corta pasan directamente, a la sangre a través del higado (Blanco, 1995).
Los lipidos de esta forma llegarian a los tejidos, en donde serian utilizados
dando origen como producto final a energia, agua y anhidrido carbonico o,
por el contrario, pueden ser almacenados como reserva (Blanco, 1995).

Los acidos grasos esenciales desempefian un papel decisivo para la
flexibilidad y permeabilidad de las membranas plasméticas, funcionalismo
normal de las mitocondrias y actividad enzimatica (ATPasa). La elevada
necesidad de los peces en acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de la
serie n3, se relaciona con el bajo punto de fusidn de estas grasas y puede
explicarse por las condiciones térmicas inferiores en comparacion con los

mamiferos (Bell, et al., 1986). Los acidos grasos poliinsaturados tienen
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gran importancia para el transporte de algunas vitaminas y otras grasas,
son precursores de la sintesis de prostaglandinas y participan en la

formacion del sistema nerviosos (Watanabe, 1982).

Por tanto, acidos grasos poliinsaturados son requeridos para mantener la
funcion celular; estos no pueden ser sintetizados por los peces y deben ser
entregados en el alimento (Sargent et al. 1988). En experiencias intensivas
realizadas en truchas arco iris se comprobé que al &acido linolénico
(18:3n3), era de maxima importancia para esta especie, y que superaba al
acido linoleico (18:2n6) en lo referente a estimulacion del crecimiento y
mejora de la conversion del alimento (Steffens, 1987). Al administrar acido
linolénico (18:3n3), con los alimentos los salmonidos son capaces de
transformarlo en acidos grasos poliinsaturados de cadenas largas
(HUFAs), principalmente en &cido eicosapentaenoico (20:5n3, EPA) y
acido docosahexaenoico (22:6n3, DHA) por medio de elongaciones y
desaturacién, elevando las cantidades de HUFAs presente en los tejidos
(Henderson, 1996). En cambio, la incorporacion de acido linoléico (18:2n6),
se traduce en una elevacion de las concentraciones de los &acidos
araquidénico (C20:4n6), docosapentaenoico (C22:5n6) y docosatrienoico
(C20:3n9), en el organismo de la trucha (Steffens, 1987). Ademas de un
crecimiento deficiente y un mal aprovechamiento del alimento, en caso de
faltar el &cido linolénico (C18:3n3), en la dieta se observan como
manifestaciones carenciales erosiones en las aletas, sobre todo en la aleta
caudal; higado palido, aumentado de volumen y afectado por degeneracién
grasa, asi como miocarditis local aguda (Fernandez, 1993). A nivel de
tejidos se observa un incremento en el contenido del &cido oleico (18:1n9)
(Furuita et al., 1996; Takeuchi et al., 1996).

Aunque los salmonidos tienen la capacidad de utilizar los acidos grasos de
la serie n-6, lo que permite ahorrar los acidos grasos de la serie n-3
(Guillaume, 1991), se ha demostrado la competencia entre los acidos

grasos de ambas series (n3 y n6), como sustratos de varias enzimas
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implicadas en el metabolismo de los lipidos (Robaina, 1998), siendo los
excesos de acidos grasos n-6 perjudiciales en la utilizacion de los de la
serie n-3 (Storebakken et al., 2000Db).

El principal sitio de la lipogénesis en los peces es el tejido hepatico, siendo
regulada tanto por el nivel dietario de lipidos como por la composicién de
los mismos (Robaina, 1998). Como consecuencia de su importancia en el
metabolismo alimenticio, las alteraciones del higado son muy importantes;
la degeneracion lipidica del higado, debida a la infiltracion de grasa en el
mismo, es un hallazgo comun en los salménidos cultivados. El aparato
digestivo se sobrecarga normal por una alimentacion con niveles elevados
de grasas inadecuadas (Roberts et al., 1980). Un desequilibrio en la
composicion de acidos grasos de la dieta afectaria de forma negativa la

acumulacion de grasas en el higado (Robaina, 1998).

Estudios histolégicos realizados en el higado de dorada (Sparus aurata) las
cuales habian sido alimentados con dietas en donde se incluyo harina de
lupino fue muy similar a la de los peces alimentadas con la dieta control.
Se observo un pequefio nimero de gotas lipidicas, junto con alguna
reduccion del glucégeno en el citoplasma de los higados de los peces
alimentados con dietas que contenian una inclusion de un 20 y un 30% de
lupino (Robaina 1998). Al parecer no son afectados los indices
hepatosomaticos, por los diferentes niveles de inclusion de la harina de
lupino tanto en trucha arco iris como en dorada (Carter y Farhangi, 2001;
Robaina, 1998). Sin embargo la inclusion de altos niveles de otros tipos de
harinas vegetales como la harina de arveja en las dietas de lubina europea
(Dicentrarchus labrax L.) y harina de soya en dorada evidencia claramente
un aumento de los depdsitos de glucdgeno vy lipidos en el higado (Russell
et al., 2001; Robaina, 1998).

La composicion de acidos grasos en los salménidos depende, entre otras,
del medio ambiente, del sexo y la edad, como igualmente de la

46



Capitulo I, Introduccion general

composicidén de acidos grasos contenidos en el alimento (Watanabe, 1982;
Berg, 2000) siendo esta ultima de gran importancia bajo condiciones de

cultivo.

Es un hecho bien conocido que al utilizar altas proporciones de aceite de
soya, ello produce salmones con menos sabor a pescado del que tiene el
salmén que se ha producido utilizando mayoritariamente aceite de
pescado. El conocimiento de la relacién entre grasas vegetales y calidad
del salmon y la trucha sera muy importante en los proximos afios (Berg,
2000). Diferentes trabajos muestran que la calidad de los lipidos del filete
se ven ampliamente influenciados por la proteina contenida en el alimento
Resultados obtenidos por Gomes et al. (1993), quienes sustituyeron la
harina de pescado por una mezcla entre harina de arvejas y raps en dietas
para trucha arco iris, sostienen que esta mezcla puede ser utilizada en
niveles de un 20% de inclusién sin que se evidencien efectos negativos en
el crecimiento y la composicion de acidos grasos del musculo. Cuando se
utilizan niveles de 45% de inclusion de mezcla entre harina de arvejas y
canola en la dieta, se incrementa en el muasculo, los acidos grasos n6,
principalmente debido a un aumento en los niveles del &cido linoléico
(18:2n6), no experimentando variaciones en el contenido del &cido
araquidoénico (20:4n6). Sin embargo, aunque los niveles del &cido
docosahexaenoico (C22:6n3) permanecian estables, el resto de los acidos
grasos de la serie n3 presentaban una tendencia decreciente, afectando de
esta manera la relacién n-3/n-6 (Gomes et al., 1993; De Francesco et al.,
2004).

1.6. Estado actual de la salmonicultura y la industria de alimentos
en Chile

La produccién mundial de salmones y truchas en el afio 2006 alcanzé la

cifra de 1.6 millones toneladas. Los principales productores y la distribucion
porcentual de la produccién se desagrega de la siguiente forma, Noruega
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(39,7%), Chile (38,2%), Reino Unido (7,8%), Canada (7,6%), Islas Faroe
(1%), U.S.A. (0,9%), Irlanda (1,0%), Finlandia (1,0%), Japon (0,6%),
Australia (1,0%), Nueva Zelandia (0,5%), Suecia (0,4%), Dinamarca (0,4%)
e Islandia (0,2%). La Figura 8 muestra el crecimiento de la produccion de
salmonidos cultivados en los ultimos 16 afios, el incremento promedio

anual de la produccion en este periodo ha sido de un 10%.
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Figura 8. Evolucion de la produccion de salmonidos de los diez principales productores
mundiales.

La captura de salmon silvestre en los dltimos 16 afios ha variado entre los
676 mil TM (1990) y 838 mil TM (2006) (SalmonChile, 2007). A partir del
afio 1996 la produccién de salmonidos de cultivo superd a la captura
silvestre y hoy en dia representa el 66% de la produccion mundial de

salménidos (Figura 9).
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Figura 9. Evolucién de la produccién mundial de salménidos silvestres y de cultivo.
Fuente: SalImo6nChile, 2007.

En sus veinte afios de desarrollo, la industria del salmon chilena ha logrado
posicionarse como el cuarto sector exportador del pais con retornos en el
afio 2006 de US$ 2.207 millones; genera 30.000 puestos de trabajo
directos en centros de cultivo y plantas de proceso, y otros 15.000 empleos
indirectos a través de diferentes rubros proveedores. Chile es el segundo
productor de salmén a nivel mundial, con una produccién de 628 mil
toneladas representando un 38,2% de la produccién mundial, cifras afio
2006 (SalmonChile, 2007).

La Figura 10, muestra los principales destinos de las exportaciones
chilenas de salmones y trucha en miles de ddélares. De acuerdo a
SalmonChile (2007), los principales destinos de los productos de la
salmonicultura chilena son: Japén (32%), U.S.A. (36%), UE (14%),

América Latina (7%) y otros mercados (11%).

Profundamente ligada a la salmonicultura ha sido la evolucién de la
industria del alimento para peces, en la actualidad produce alrededor de
1.2 millones de toneladas métricas, en no mas de cinco industrias

dedicadas exclusivamente a la produccion de piensos para peces, también
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algunas empresas salmoneras tienen sus propias plantas de alimentos en

un sistema de produccion integrado verticalmente.
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Figura 10. Exportaciones de salmoén y trucha chilenas segun destino, valores en miles de
doélares. Fuente: SalmonChile, 2007.

Actualmente la industria de alimentos para el sector acuicola chileno se
centra en la produccién de alimentos balanceados para salmones y
truchas, rubro en que el pais se encuentra en un adecuado nivel
comparado con los mercados mundiales en cuanto a calidad, variedad y
rendimiento. En el caso de los alimentos balanceados formulados en Chile
comparativamente con el Hemisferio Norte, hasta 1997 sus principales
diferencias radican en las concentraciones de lipidos y la variedad de
fuentes proteicas utilizadas; los segundos utilizan entre 20 a 50
ingredientes. Actualmente, en términos niveles de lipidos, se trabaja con
valores muy similares a los utilizados en Noruega, sin embargo aln se esta
lejos en variedad de ingredientes proteicos utilizados, estos se limitan a no

mas de 7 a 8 ingredientes proteicos (Vision acuicola, 2007).

Ante la importancia de Chile como productor de salmén y truchas de

cultivo, las principales multinacionales fabricantes de alimento han llegado
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para satisfacer la demanda existente, es asi como subsidiarias de
Skretting, Biomar y Ewos tienen plantas en el pais. También existen dos
industrias nacionales Salmofood y Alitec, esta Ultima fue comprada
recientemente por el Holding Biomar.

La tendencia del sector salmonero chileno es aprovechar las innovaciones
tecnoldgicas ocurridas en paises mas desarrollados, reflejandose esto en
aumentos en la eficiencia de produccion al cambiar por ejemplo de un
alimento pelletizado a uno extruido, lo que ha permitido reducir los factores
de conversién del alimento de casi 2,0 de hace 10 afios a 1,1 a 1,3 como
promedio actual. La industria de salméon Noruega alcanza factores de
conversion entre 0,7 a 1,0.

En la actualidad, cerca del 90 por ciento o mas de la produccion de
alimento es variedad extruido, porcentaje que se estima continuara
creciendo dada las ventajas que presenta, tales como: la adecuada
porosidad que permite absorber una mayor cantidad de aceite (grasa), lo
gue proporciona mayor cantidad de energia necesria de los organismos en
cultivo y permitiendo asi que las fuentes proteicas sean utilizadas
exclusivamente para crecimiento. Actualmente las dietas para engorde de
salmones se componen de 35 a 40% de proteina y 35 a 40%% de grasa
(Biomar, 2004).

En la basqueda de alimentos mas “amigables” con el ambiente, se realizan
investigaciones tendientes a reducir el contenido de fosforo en los
alimentos para salménidos. En promedio, estos contienen 1,5% de dicho
elemento. Reemplazando parte de la harina de pescado entera por harina
deshuesada e incorporando ademds, harinas de plumas en un 7%, se
obtienen alimentos con excelentes rendimientos productivos y con niveles
mas bajos de fosforo (Borquez et al., 1996).

Aun cuando en Chile, el crecimiento de la industria de alimentos se

encuentra en un ritmo sostenido, existe una gran preocupacion por el
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abastecimiento de materias primas. Concientes de esta situacion los
fabricantes han desarrollado estrategias para optimizar el uso de los
recursos y buscar otras alternativas mas estables en el tiempo (Vision
Acuicola, 2007). Las principales investigaciones en la produccién de
nuevos alimentos de bajo costo para peces estan orientados a la busqueda
de materias primas proteicas de origen vegetal (Visidn Acuicola, 2006),
Como se vislumbra a mediano y largo plazo una escasez de harina de
pescado a nivel mundial las empresas del rubro e instituciones cientificas y
tecnoldgicas chilenas han comenzado a trabajar en la busqueda de
materias primas alternativas a la harina de pescado. Sin embargo, la
produccion actual de harina de pescado chilena bordea las 900.000
toneladas métricas, de las cuales aproximadamente el 30% es utilizada en
la produccion de alimentos para salmonidos, si los niveles de incorporacion
se mantuviesen en ese orden de magnitud, existiria la posibilidad de
triplicar la produccion actual de alimentos si los precios de la harina y de

los demés materias primas se mantuviesen en el nivel actual de precios.

Por otra parte, una de las principales demandas de los clientes de las
empresas de alimento es la garantia de productos libres de organismos
genéticamente modificados (GMO). Los elaboradores de alimento acotan
el tema exigiendo a sus proveedores de soja y gluten de maiz, una
certificacién reconocida por la autoridad de origen (productos de Brasil,
Argentina y Paraguay) que garantice que estas materias primas no
provienen de GMO. La busqueda de nuevas materias proteicas de origen
vegetal que puedan producirse en el pais dara una mayor garantia de
trazabilidad para la industria de alimentos y para la industria productora de

salménidos.
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1.7. Proyecciones y contribuciones del estudio

Este tesis busca contribuir al conocimiento de la nutricion de salménidos al
evaluar la sustitucion parcial de harina de pescado por harina de lupino
(Lupinus albus) en dietas comerciales para la Salmonicultura chilena. No
obstante, se han realizado numerosos estudios con resultados
satisfactorios en el uso de Lupinus spp en dietas para peces, la industria
de piensos chilena y los propios productores de peces, tienen cierta
reticencia al uso de lupino y otras materias primas vegetales en dieta para

salmones y truchas.

Asumiendo que este insumo tiene un caracter bifuncional, por el aporte de
proteinas y lipidos se utiliza el grano entero en la fabricacion del pienso
bajo condiciones industriales a fin de valorar el comportamiento del grano

en el proceso el proceso el de extrusion.

El trabajo desarrollado en esta tesis apunta también a impulsar la
agricultura del lupino en el sur de Chile, regién que ofrece condiciones
excepcionales para la produccion de esta y otras leguminosas proteicas.
Esto no sélo posibilita nuevas materias primas para la industria de
alimentos acuicolas, sino que también abre nuevas alternativas para la

agricultura del sur de Chile.
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1.8 Objetivos

Objetivo general

1. Evaluar el lupino blanco (Lupinus albus) desde el punto de vista
nutricional y productivo como fuente alternativa de proteinas en dietas
comerciales para salmoénidos en Chile.

Objetivos especificos

1. Evaluar el uso digestivo, en salmonidos, de la harina de lupino cruda y

sometida a tratamientos de calor himedo y calor seco.
2. Evaluar la digestibilidad y rendimientos zootécnicos, en salménidos, de
dietas comerciales con bajos y altos niveles de sustituciéon de lupino

blanco.

3. Evaluar como afectan las altas inclusiones de lupino en la calidad de la

carcasa y en el epitelio intestinal de salménidos.
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2 MATERIAL Y METODOS GENERALES

El presente estudio consto de cinco experimentos que fueron desarrollados
en los laboratorios y la estacion experimental “Piscicultura Los Laureles” de
la Escuela de Acuicultura en la Universidad Catdlica de Temuco. Los tres
primeros experimentos se focalizaron en el estudio de digestibilidad de
harina de Lupinus albus (como materia prima cruda y tratada con calor
seco y calor humedo) en Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris) y Salmo
salar (salmén del Atlantico). Los dos restantes, consistieron en evaluar la
incorporacion del grano entero de Lupinus albus en dietas comerciales de
trucha arco iris en niveles bajos y altos. Se evalud la digestibilidad de las
dietas, el efecto sobre los parametros productivos y la calidad de la

carcasa.

2.1 Experimentos de digestibilidad

2.1.1 Estanques de cultivo

Para los estudios de digestibilidad se utilizaron 12 estanques de fibra de
vidrio de forma cilindro-cénica de 0,5m> cada uno, con una columna de
acrilico de 60cm de largo y 100mm de didmetro para la decantacion y
recoleccion de heces, la cual termina con una conexién con hilo para fijar
un tubo de centrifuga de 50ml (Figura 1). La circulacion del agua de cada
estanque era de circuito abierto y la tasa de cambio se ajust6é a 0,5/hora,
de manera de disminuir al maximo la dilucién y/o pérdida de heces y
maximizar la Optima recoleccidén. La temperatura del agua durante la
coleccién de heces oscil6 entre 13-15°C como promedio. Todos los
estanques se mantuvieron con aireacion continua y conectada a un
sistema automatico de oxigenacién en la eventualidad de un corte de

suministro de agua.
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L.

Figura 1. Estanques utilizados en los bioensayos de digestibilidad, tanto para evaluar las
materias primas como las dietas experimentales.

2.1.2 Incorporacion de marcador inerte

Para evaluar la digestibilidad de todas dietas estudiadas, el Cr,O3; fue
incorporado junto con el aceitado del alimento a razén de 1%. El aceite fue
mezclado con la cantidad de 6xido de cromo necesaria, luego esta mezcla
se junté con el pellet seco en la tolva de aceitador al vacio y se aplicé una
presion negativa de 150mb. La Figura 2 muestra el resultado final de la

incorporacion de 6xido de cromo en las dietas.
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Figura 2. Alimento con incorporacién de 1% de 6xido de cromo (Cr203).

2.1.3 Digestibilidad de la materia prima

Para evaluar la digestibilidad de la materia prima (harina de Lupinus albus
con y sin tratamiento) se utilizé6 una modificacion del método desarrollado
por Bureau et al. (1999), que consiste en determinar la digestibilidad de
una dieta estandar o de referencia (Tabla 1). Posteriormente, se determina
la digestibilidad de una dieta compuesta de 70% de la dieta referencia y
30% de la materia prima a evaluar. Finalmente, mediante la aplicacion de
una ecuacion matematica (descritas mas adelante) se obtiene el

coeficiente de digestibilidad aparente de la materia prima.
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Tabla 1. Formulacion de dieta de referencia utilizada en la evaluacion de la digestibilidad
de una materia prima.

Ingredientes %
Harina de pescado 30
Harina de soya 17
Gluten de maiz 13
Harina de trigo 27
Premix vitaminico' 1
Premix minerales’ 1
Aceite de pescado 10
Cry0O4 1

"Premix BIOMAR.

2.1.4 Alimentacion y coleccién de heces

Para colectar una cantidad adecuada de heces, en cada estanque se
distribuyeron al azar entre 40 y 45 peces de 60g de peso promedio, de
manera de alcanzar una densidad promedio de 2,5Kg/m®. Se aplicé un
ayuno de 1 dia antes de suministrar la dieta a evaluar, la cual fue
suministrada hasta observar una ingesta adecuada antes de comenzar a
recoger las heces, esto con el propdsito de mantener un transito intestinal

uniforme de la dieta con indicador.

Los tratamientos se ensayaron por triplicado, la alimentacién fue manual a
saciedad aparente, los siete dias de la semana dos veces por dia.
Después de la ultima alimentacion, se abren las llaves de las columnas de
decantacion de los estanques con el fin de limpiar todo el sistema y dejarlo
libre de residuos de alimento y heces. Luego son instalados los tubos de
recoleccion de heces, los cuales son retirados a la mafana siguiente. Las
heces recolectadas, son centrifugadas (Eppendorf, modelo 5403) durante
20 minutos a 4200 rpm (Bureau y Cho, 2005), luego se elimina el

sobrenadante para envasarlas y conservarlas en un “freezer”. Este
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procedimiento fue repetido diariamente hasta recolectar las cantidades

suficientes de heces para realizar los analisis.

2.1.5 Ecuaciones para el calculo de digestibilidad

Determinacion de Coeficientes de Digestibilidad Aparente: para la
determinacion de los coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) se
utilizé un método de determinacion indirecto con Cr,O3; (1,0%) (De la
Higuera et al., 1988).

CDAa (%) = 100 - (100 x Cr,O3 en dieta (%))
Cr,0 3 en heces (%)

CDAnutrientes (%0) = 100 — (100 x Nutriente en heces (%) x Cr,O3; en dieta (%))
Nutriente en dieta (%) Cr,03 en heces (%)

Determinacion de CDAs para la materia prima: para la determinacion de
estos parametros se utilizo las ecuaciones descritas de Bureau y Cho
(1999):

CDArota = CDA Diest — 0,7 X CDA Dye/ 0,3

CDAnutrientes (%0) = Nut Dyest X CDA Nut Dyest— 0,7 X Nut Dyes X CDA Nut Dyet
0,3 X Nuting

Donde:

CDA: coeficiente de digestibilidad aparente total o de la materia seca

CDAutientes: coeficiente de digestibilidad aparente del nutriente

CDA Dy coeficiente de digestibilidad aparente total de la dieta test (70:30)

CDA Dy coeficiente de digestibilidad aparente total de la dieta de referencia

Nut Dt % del nutriente en la dieta test

CDA Nut Dy coeficiente de digestibilidad aparente del nutriente en la dieta test

Nut D,et: % del nutriente en la dieta de referencia

CDA Nut D, coeficiente de digestibilidad aparente del nutriente en la dieta de referencia

Nutig: % del nutriente en el ingrediente
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2.2 Experimentos de crecimiento

2.2.1 Condiciones de cultivo

Los bioensayos de crecimiento se realizaron en la estacion experimental
Piscicultura Los Laureles. Se ocuparon 12 estanques de fibra de vidrio
circulares de 0,5m® (capacidad Util) cubiertos con una tapa cdnica del
mismo material con un orificio para la alimentacion de 20 x 40 cm (Figura
3). La alimentacion de agua de cada estanque era por gravedad con una
tasa de cambio de 1,5/hora, oxigeno disuelto promedio de 9.7 + 0.2 mg/l y

una temperatura promedio de 14,5 + 2,4°C.

Figura 3. Estanques de 500 litros utilizados para el bioensayo de crecimiento en la
Piscicultura los Laureles.

Todas las dietas fueron ensayados por triplicado, la alimentacion siempre
fue manual a saciedad aparente los siete dias de la semana dos veces por
dia, en la mafiana de 9 a 10 h y en la tarde de 18 a 19°° h. Diariamente
se controlé los gramos de alimento entregados por estanque y la

mortalidad.
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En todos los experimentos se realiz6 un muestreo mensual durante los
bioensayos de crecimiento, donde se registro el peso total y la longitud
total. Para el muestreo se utilizé una balanza marca Sartorius (modelo PT
500) de 0,01 g de precision y un ictiometro de 0,1 cm de precisién. Para
facilitar el manejo de los peces estos fueron sedados con el anestésico BZ-
20 de Veterquimica (10 a 20ml por 100L de agua). Para la recuperacién de
los peces se aumentd el flujo de agua y la aireacion en los estanques. Los

muestreos se realizaron tras 24 h de ayuno.

2.2.2 Parametros productivos evaluados

Crecimiento y sobrevivencia

Al término del experimento, se valord la sobrevivencia y el crecimiento en
peso en cada estanque, también se evalud el incremento en biomasa, el
porcentaje de crecimiento diario (SGR) a través de la ecuacion de Ricker

(1975) y el crecimiento por unidad térmica (TGC) (Bureau y Cho, 2005).

Incremento en Peso = Peso final — Peso inicial

% Crecimiento diario (SGR) = 100 x (In Peso final - In Peso inicial)
t (Dias)

TGC (Crecimiento por unidad térmica) = (Peso final 12_ peso inicial m) x 1000
T (°C) x t (dias)

% sobrevivencia = N° final de peces x 100
N° inicial de peces

Efectividad del Alimento

Al término de los experimentos de crecimiento se evalud la efectividad del

alimento mediante los siguientes parametros:
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Factor de Conversion del Alimento (FCR): que corresponde a la relacion

entre el alimento entregado (g) y el peso humedo ganado (g).

FCR = Alimento entregado (q)
Ganancia en peso (g)

Eficiencia del Factor de Conversion (FE): que corresponde a la relacién
entre el peso corporal ganado (g peso humedo) por alimento seco
entregado expresado como porcentaje.

FE = Incremento en peso (g) x 100
Alimento entregado (g)

2.2.3 Parametros fisiolégicos evaluados

Tasa de Eficiencia Proteica (PER): se define como la relacién entre el peso
corporal ganado (g peso humedo) por proteina ingerida (g) y representa
una medida de la habilidad del pez para utilizar la proteina dietaria. Este
indice es el método mas utilizado para determinar la calidad de la proteina
en el crecimiento animal. En este estudio se utilizé la cantidad de proteinas

suministradas y no las consumidas.

PER = Ganancia en Peso corporal (q)
Cantidad de Proteina suministradas (g)

Valor Productivo de la Proteina (PPV): Se define como la relacion
porcentual entre la ganancia de nitrégeno corporal y nitrdgeno ingerido por

el pez. En este caso se trabajé con nitrégeno suministrado.

PPV - N corporal final — N corporal inicial x 100
N total suministrado (g)

indice de condicién (K): Esta basado en la premisa que el peso es
proporcional a la talla al cubo; si K < 1 el pez esta en una pobre condicion,
si K= 1 el pez esta en buena condicion y si K > 1 el pez aparece con

acumulacion de grasa.
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K=Peso (g) x 100

Talla (cm)®

Retencion Energética (%): La retencion energética (RE) se define como la
relacion porcentual entre la ganancia de energia corporal y la energia

ingerida por el pez.

RE = Energia corporal final - Energia corporal inicial x 100
Energia ingerida (KJ)

2.3 Andlisis quimicos

2.3.1 Andlisis proximal

Se realizd analisis proximal de dietas, heces y carcasa de los peces en
estudio. Todos los analisis fueron realizados en triplicado segun las
técnicas descritas por AOAC (1995).

Humedad: la humedad de las muestras se determin6é por desecacion en

estufa a 105°C hasta peso constante.

% Materia seca = Masa muestra seca 105°C x 100
Masa inicial muestra

% Humedad = 100 - % Materia seca

Cenizas: fue determinado mediante calcinacion de la muestra en horno

mufla a 550°C por tres horas, hasta obtener masa constante.

% Cenizas totales = Masa final x 100
Masa inicial

Proteinas: el contenido de proteinas (%N x 6,25) se determiné a partir de la
composicidén del nitrégeno total de las muestras, mediante la técnica de

Kjeldhal. EI método consistié en la digestion de las muestras con acido
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sulfurico concentrado a 400°C a la que se adicion6 un catalizador. Seguido
de una destilacion con Na(OH) al 40% en presencia de una solucién
indicadora con acido bérico al 4%. Por ultimo se realizé una titulacion con
HCI 0,1 N.

Proteina (%) = (Valor mli—Valor medida patrén ml) x 0,1 x 14,004 x 6,25 x 100
Peso de la muestra (mg)

Lipidos: El contenido de lipidos totales de la muestra se determiné
mediante el método de extraccion en caliente de grasa, con equipo Soxhlet

usando éter de petroleo (40-60°).

Lipidos (%) = Masa muestra final x 100
Masa muestra inicial

Fibra: el contenido de fibra se determind mediante una digestion acida de
las muestras desgrasadas con H,SO4, seguida de una digestion basica con
NaOH. A continuacién se seco el residuo obtenido en una estufa a 105°C
hasta peso constante, se peso y calcind a 550°C durante 30 minutos en

mufla. Finalmente se peso el residuo restante.

Fibra (%) = Peso muestra seca 105°C — Peso muestra calcinada 550°C x 100
Peso de la muestra desgrasada

Extracto no nitrogenado (NFE): el contenido del extracto no nitrogenado se

determiné por la diferencia de 100 menos la suma de los demas nutrientes.
2.3.2 Andélisis de cromo

Determinacion del Oxido de cromo (Cr,O3): el porcentaje de 6xido de
cromo contenido en las muestras de alimento y heces se determind

mediante digestion de las mismas con acido nitrico y perclérico

concentrados, evaluando en espectrofotdmetro a 550 nm la coloracién
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amarilla obtenida como consecuencia de la solubilizaciobn del cromo
(AOAC, 1995).

2.3.3 Anélisis de aminoéacidos

Se determind el perfil de aminoacidos en las dietas experimentales con
diferentes niveles de incorporacion de lupino (L. albus). Las muestras de
las diferentes dietas fueron molidas con un procesador de alimento
(Moulinex, modelo D56) a un tamano de particula de 300um, luego fueron
dispuestas en bolsas de polietileno debidamente etiquetadas. Los analisis
fueron realizados en el laboratorio analitico de nutricién animal de Degussa
(Alemania). Los resultados son entregados como aminoacidos (g/100g de

muestra) del contenido total después de la hidrdlisis de las proteinas.

2.3.4 Andlisis de acidos grasos

Lipidos totales: Para todas las muestras se aplicé el método de Folch et al.
(1957). Este método consiste en homogeneizar la muestra en un mezcla
cloroformo/ metanol (2:1,v/v), vy luego centrifugar a 3500 rpm en una
centrifuga refrigerada marca Ependorf, modelo 4303, para separar la fase
hidrosoluble y organica. La fase organica queda retenida en el cloroformo y
la hidrosoluble en el metanol. Luego de separar la fase organica , se
evapora el cloroformo con la ayuda de un minievaporador Una vez
pesados los extractos lipidicos disueltos en el cloroformo, son guardados a
—80°C hasta la preparacion para el analisis de los acidos grasos. Todas las
determinaciones se hicieron por triplicado con el propédsito de reducir el
error analitico, excepto en aquellas muestras en que la cantidad de
muestra lo impidio. La cantidad de lipidos totales presente en cada muestra
se expresO como porcentaje de su peso seco y se calculé de acuerdo a la

siguiente relacion:
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%Lipidos en base seca (L.p.s.) = %Lipidos en peso fresco x 100
% Peso seco muestra

Acidos grasos: Una vez obtenidas los lipidos totales se procedid a
preparar los ésteres metilicos de acuerdo a la metodologia propuesta por
Morrison y Smith (1964). La identificacion de acidos grasos se realiz6 por
separacion en un cromatografo de gases marca Hewlett Packard modelo
5890 serie Il Plus, equipado con una columna marca JW-FFAP. El
estandar utilizado fue un GLC 462 de Nu-Chek, utilizando como gas
transportador Helio. Los acidos grasos son expresados como porcentaje de

los lipidos totales (en base seca) del total de acidos grasos identificados.

2.3.5 Analisis energético

Determinacion de energia bruta: la energia bruta de las dietas y heces fue
determinada mediante el céalculo indirecto del valor calérico aportado por la
completa combustion de proteinas, lipidos y carbohidratos de las dietas
que corresponden a 23,6; 39,5 y 17,2 kj/g respectivamente (De la Higuera
et al., 1988).

Determinacion de energia digestible: de acuerdo a De la Higuera et al.
(1988), para el calculo de energia digestible del alimento se utilizaron los
valores de digestibilidad del alimento, la composicion proximal del alimento

y los valores cal6ricos estandar de cada macro nutriente.

ED = (g proteina cruda x % digestibilidad x 23,6 Kj/g) + (g lipidos x % digestibilidad x
39,5 Kj/g) + (g carbohidratos x % digestibilidad x 17,2 Kj/g).

Relacion proteina digestible y energia digestible: para este calculo se
utilizaron los valores de digestibilidad de las proteinas y la energia
digestible de cada dieta (De la Higuera et al., 1988).

PD/ED = g proteina digestible / Energia digestible (Mj).
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2.3.6 Analisis de carcasa

Para el analisis de la composicion corporal de los peces, se analizé un pool
de 10 peces tomados al azar al inicio de la experimentacién y 10 por
réplica al finalizar el periodo experimental con sobredosis de anestésico
(BZ-20 de Veterquimica). En el laboratorio se clasificaron e identificaron las
muestras de musculo por cada tratamiento. Luego de un secado a 65°C
por 48 h, se trituraron las muestras hasta que se obtuvo una harina fina, la
que fue envasada y mantenida en un freezer a —20°C hasta su analisis

proximal.
2.3.7 Andlisis de fésforo

Con el propésito de medir la retencidn del fosforo se evalu6 este elemento
en las heces y en las dietas testadas. Muestras de heces y alimentos
fueron calcinadas y se determiné el fosforo por colorimetria del fosfo-
vanado-molibdico en un espectrofometro UV Unicam (modelo HEAIOS-B).
(Met. 965.17 AOAC, 1995)

2.4 Tratamientos estadisticos

Los datos obtenidos fueron comparados a través de un analisis de varianza
de una via (ANOVA), y las diferencias entre medias se compararon
utilizando el test de Tukey con un intervalo de confianza del 95% (P<0,05).
Previo a la aplicacion de la anova se verifico la homogeneidad de varianza.
Para datos de porcentaje se aplicé la transformacion arco coseno, donde
f(x) = Cosen™ V(1-X) descrita por (Sokal y Rohlf, 1980). Todos los analisis

estadistico fuero realizados con el software MS Statistica.
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EFECTO DEL MICRONIZADO Y AUTOCLAVADO SOBRE LA
DIGESTIBILIDAD APARENTE DE LA HARINA DE LUPINO (Lupinus albus)
ENTERA Y SIN CASCARA EN TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus
mykiss) Y SALMON DEL ATLANTICO (Salmo salar).

3.1 INTRODUCCION

La produccion exitosa de un alimento para peces, que contenga cada vez
menos harina de pescado requiere de una cuidadosa informacién del valor
nutritivo y econdmico de otras fuentes proteicas (Bureau et al., 1999; 2000).
Los subproductos de animales han sido ampliamente utilizados como una
fuente de econdmica proteina, sin embargo, actualmente su uso es limitado o
evitado por su baja digestibilidad, calidad variable y algunos problemas
asociados con la encefalopatia bovina espongiforme. Es asi que las proteinas
de origen vegetal surgen como una muy buena alternativa para la sustitucion
de fuentes proteicas animales, particularmente para la harina de pescado.
Considerables investigaciones han sido emprendidas para identificar y evaluar
fuentes alternativas al uso de harina de pescado en las dietas para especies
acuicolas carnivoras (Hardy, 2006, Opstvedt et al., 2003 Refstie et al., 2001;
Carter and Hauler, 2000; Storebakken et al., 2000b, 1998; Tacon, 1997a;
Gomes et al., 1995; Robaina et al. 1995; Moyano et al., 1992).

Uno de principales inconvenientes de las plantas son los factores
antinutricionales que poseen, entre otros, inhibidores de proteasas y
complejos hidratos de carbonos (oligosacaridos), los cuales pueden afectar el
crecimiento y utilizacion de los nutrientes en animales monogastricos
incluyendo los peces (Francis et al., 2001; Tacon, 1997b). No obstante, de
acuerdo a Pereira y Oliva-Teles (2004), la reciente seleccion de plantas con

bajos niveles de factores antinutricionales o la aplicacion de adecuados
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tratamientos tecnoldgicos tales como el descascarado, procesamiento con
calor o humedad, pueden inactivar y remover la mayoria de los factores
antinutricionales presentes en fuentes de vegetales proteicos. De acuerdo a
Hardy (1996), las fuentes alternativas de proteinas para ser consideradas en
las formulaciones para peces deben contener niveles de proteina sobre el
35%. Esto limita la potencial eleccion para apenas unos pocas materias
primas como harina de soya, harina de canola, harina de lupino o
concentrados de proteinas de estas mismas materias primas o de trigo o
maiz. Por otra parte, las modernas dietas con alta densidad de nutrientes para
especies acuaticas, tienen muy poca flexibilidad de formulacion para
acomodar gran cantidad de contenidos no nutricionales tales como
carbohidratos complejos (oligosacaridos y fibra) y cenizas, también presentes
en los vegetales. El grado de procesamiento de los ingredientes vegetales es
conocido como un importante reductor de varios FANs (Factores Anti-
Nutricionales), asi como del mejoramiento de la disponibilidad del almidon
para los peces. Esto ha sido verificado por varios autores (Gomes et al., 1993;
Francis et al., 2001; Glencross et al., 2003b; Refstie et al. 2005).

Existen varias facetas claves para determinar la situacion nutricional o el valor
biolégico de un ingrediente, lo principal es definir la proporcion de nutrientes
que un animal puede obtener de un ingrediente particular a través de sus
procesos digestion y absorcion. La determinacion de la digestibilidad es el
primer paso en la evaluacion de ingredientes potenciales para uso en dietas
de especies acuicolas (Bureau et al., 2000). Las pérdidas de material
indigestible en las heces, es el factor primario en la valoracion nutricional de
un ingrediente. La digestibilidad aparente provee, en general, una buena
indicacion de la disponibilidad de energia y nutrientes de una materia prima, y

entrega una base racional del material que puede ser utilizado para formular
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una dieta que reuna estandares especificos de disponibilidad de los

nutrientes.

Los valores de digestibilidad de la energia y de los nutrientes pueden ser
fuertemente afectados por la naturaleza, composicion y tratamiento realizado
a una materia prima en particular. Asi por ejemplo, la digestibilidad de la
materia seca y de la energia para las leguminosas es usualmente mejorada
cuando la cascara y otros componentes carbohidratados son removidos (Allan
y Booth, 2004). Thiessen et al. (2003) mostraron que la molienda, el
descascarado, la presion de coccion o autoclavado y la extrusion incrementa
la digestibilidad de la energia, proteina cruda y carbohidratos en soya, arvejas
y habas en la trucha arco iris, mientras que Satoh et al. (1998) y Carter and
Hauler (2000), comprobaron que el cocimiento por extrusion de la harina de
canola mejord su valor nutritivo para salmoénidos. Otros efectos beneficiosos
del procesamiento con calor pueden incluir la desactivacién de los FANSs, el
incremento de la gelatinizacién del almidén vy el incremento en la utilizacion
del ENN y otros componentes (Bangoula et al., 1993; Burel et al. 2000a;
Francis et al., 2001). La extrusion puede también conferir importantes
beneficios para las caracteristicas fisico quimicas del pellet, tal como
aglutinacion, estabilidad en el agua y flotabilidad (Hardy 1989). El calor
moderado para los ingredientes ricos en proteinas puede ser beneficioso para
el valor nutricional de los alimentos proteicos, el desdoblamiento de la
proteina es con frecuencia mas facilmente digerido que las proteinas nativas.
Segun Sgrensen et al (2002), la desnaturalizacion de las proteinas por el
calor es la pérdida de la estructura cuaternaria, terciaria y secundaria de las
proteina, mientras la estructura primaria permanece intacta, facilitando este

hecho la utilizacion digestiva de las mismas.
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Las microondas, otro método que produce calor, es ampliamente usado en la
industria alimentaria para prolongar la conservacion de los alimentos; este
proceso que calienta selectivamente aquellas partes con mayor contenido de
agua, produce un dafio térmico minimo y no produce cambios de color. Este
proceso es conocido también como micronizacién, y es producido como
energia electromagnética, transmitida por ondas que penetran en el alimento y
se convierten en calor. Las microondas se producen en bandas de una
frecuencia determinada (2.450Mhz), la profundidad de penetracion en el
alimento depende de esta frecuencia (Fellows, 2007). Debido al proceso de
calentamiento interno, se causa el rompimiento de la estructura de la célula,
se mejora la digestibilidad del almidon, el rompimiento de células lipidicas y la
destrucciéon de factores antinutricionales. Pereira y Oliva-Teles (2004)
compararon harina de lupino crudo con harina de lupino micronizado en
juveniles de Sparus aurata, encontrando que la inclusion del harina lupino
micronizado en las dietas promovio significativamente el crecimiento respecto

de la inclusion de lupino crudo.

El lupino (Lupinus sp) es considerado una de las legumbres con mas alto
potencial, como ingrediente alternativo a la harina de pescado, debido a su
alto contenido de proteina entre 32-36% para la semilla entera y mas de 39%
para la semilla descascarada (Glencross y Hawkins, 2004; Farhangi y Carter,
2001; Burel et al.,, 2000a). Sin embargo, similar a otros fuentes proteicas
vegetales, los lupinos también contienen una gran cantidad de carbohidratos,
nutricionalmente, no utiles y mas aun carbohidratos que influencian el valor
nutricional de otros componentes nutricionalmente utiles (Francis et al., 2001;
Glencross et al., 2003b). Glencross et al. (2005), encontraron que el nivel de
procesamiento de las variedades de lupino y soya tienen una significativa
mejora en la mayoria de los parametros de la digestibilidad. Los mayores

incrementos relativos de la digestibilidad de la materia seca, energia y
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proteina fueron observados entre las harinas sin cascaras y los concentrados
de proteinas. La digestibilidad del fésforo de todos los productos de lupino fue
mas alta, en contraste con la digestibilidad de otros nutrientes que disminuy6
con el incremento del nivel de procesamiento del lupino (Glencross et al.,
2005).

Existen evidencias que la trucha y el salmén responden en forma diferente a
los ingredientes. Refstie et al. (2000), examinaron la respuesta nutricional de
trucha arco iris y salmoéon de Atlantico alimentados con harinas de soya y
notaron que las dos especies respondian diferentemente a la inclusion de este
ingrediente. Glencross et al. (2004a), estudiaron la digestibilidad de varios
ingredientes con las dos especies, la digestibilidad de la materia organica y la
energia de cada ingrediente fue ampliamente reflejo del contenido de proteina
de cada ingrediente. La digestibilidad de la proteina fue generalmente
consistente entre las dos especies de peces, sélo la harina de lupino sin
cascara tiene una digestibilidad significativamente mas alta en S. salar que en
trucha arco iris y el concentrado proteico de soya una digestibilidad mas baja,
para la primera especie. Una clara diferencia entre las dos especies fue su
capacidad para digerir el fosforo de los ingredientes. En términos generales, la
capacidad digestiva del salmon del Atlantico aparece con una respuesta mas
positiva para la ausencia de oligosacaridos que la trucha arco iris (Glencross
et al., 2004a).

Escaso conocimiento existe del efecto del calor humedo (autoclavado) y seco
(micronizado) sobre la digestibilidad de harina de lupino en salménidos. El
objetivo de este capitulo es comparar el efecto del micronizado y autoclavado
sobre la digestibilidad aparente de la harina de lupino cruda con y sin cascara
en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y salmon del Atlantico (Salmo

salar).
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3.2 MATERIAL Y METODOS

3.2.1 Ingredientes y preparacion de dietas

Se utilizé6 harina de lupino (Lupinus albus) variedad Hamburgo, se evalud
harina cruda con cascara, harina cruda sin cascara: la harina cruda sin
cascara fue tratadas también con calor seco y con calor humedo, en
diferentes tiempos de exposicion. Todas las harinas fueron preparadas a partir
de semillas molidas en un molino de piedra artesanal accionado por un motor
de 0,5 HP, luego fueron tamizadas hasta alcanzar un tamafo de particulas de
300 um. EI tratamiento con calor humedo se realiz6 en una olla a presion
(Magefesa 5l), consistioé en una coccion con vapor saturado por periodo de 15
y 45 minutos. La harina de lupino fue puesta en una bolsa de algodon sobre
una rejilla de acero inoxidable para evitar el contacto directo con el agua, el
nivel de agua de la olla estuvo 3cm bajo la rejilla. La olla se colocd con agua
recién hervida sobre una cocina a gas a fuego alto, el tiempo de exposicién de
la harina de lupino al calor humedo se consideré desde el momento que el
vapor comenzé a liberarse a través de la valvula. Pasado el tiempo de
exposicion al vapor, la harina fue puesta a secar en una estufa WTC Binder
por 24 h a 65 °C. El tratamiento de la harina de lupino cruda con calor seco
(micronizacion) se realizé en un horno microondas (Teka, modelo TMW17,
750W, 2450MHz), el tratamiento consistié en una exposicion de 30seg en
potencia baja (375W) y 30seg potencia alta (750W). La harina de lupino fue
puesta sobre un plato de ceramica en una capa de 1cm aproximadamente en
porciones de 200g, se repitio la operacion hasta irradiar la cantidad necesaria
de cada harina. La composicion y fuente de todos los ingredientes usados se

presentan en la Tabla 1
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Tabla 1. Composicién de nutrientes de los ingredientes experimentales, todos los valores se
expresan porcentaje (%) excepto los indicados.

®Harina °Harina  °Gluten  “Harina

. A eLce Lc 9.c15 "Lc45 'LM30b 'LM30a
pescado soya maiz trigo

Nutrientes

Materia Seca 89,42 90,72 91,28 87,03 87,68 89,40 95,39 95,78 89,80 90,81
Proteina bruta 72,81 53,51 69,50 11,66 31,13 41,63 41,19 4119 41,52 40,96

Grasa bruta 8,78 0,48 2,15 0,38 4,04 10,30 11,76 11,31 9,56 9,91

E.N.N. 2,60 38,04 25,88 85,50 47,78 38,26 37,50 37,93 39,17 38,99
Fibra total 0,40 1,13 1,15 1,50 13,42 5,67 5,47 5,47 5,75 6,15
Cenizas totales 15,41 6,84 1,31 0,96 3,63 4,14 4,08 4,10 4,00 4,00
Nitrégeno 11,64 8,56 11,12 1,84 4,98 6,66 6,59 6,59 6,64 6,55
Fosforo 1,7 0,76 0,27 0,44 0,38 0,50 0,54 0,55 0,48 0,49

®Harina de pescado chilena, secada al vapor (Exapesca S.A., Talcahuano, Chile). "Sub-productos de la industria de
extraccion de aceite de soya (Importado por Terramar Chile S.A., Santiago, Chile). °Sub productos de la industria de
almidon y aceites de maiz (Graneles Chile S.A. Santiago, Chile). “Molinera del Norte S. A., Chile. Lupino blanco var.
Hamburgo (Sel Chile S.A. Temuco, Chile), total alkaloid 0,012%.°Harina de lupino con céascara. "Harina lupino sin
cascara. *Harina lupino sin cascara sometida a 15 minutos de calor humedo. "Harina lupino sin cascara sometida a
45 minutos de calor humedo. 'Harina lupino sin cascara sometida a 30 segundos de micronizacion en baja potencia.
'Harina lupino sin cascara sometida a 30 segundos de micronizacion de alta potencia. Todos los datos son
entregados en base a materia seca.

Para evaluar la digestibilidad de la harina de lupino tratada por los diferentes
métodos fisicos descritos anteriormente, se utilizé el método de descrito por
Bureau y Cho (1999). Este consiste en evaluar la digestibilidad de una dieta
estandar o de referencia y la digestibilidad de otra dieta constituida por el 70%
de la dieta estandar y 30% del ingrediente que se quiere testar. Para esto la
dieta basal fue formulada y preparada para contener un 47% de proteina bruta
y aproximadamente un 13% de grasa bruta, ademas de 1% de un marcador
inerte (Cr03) (Tabla 2). Se preparo una mezcla basal para todas las dietas
experimentales, el ingrediente en estudio (harina de lupino tratada con
diferentes medios fisicos) para cada dieta experimental se incorporé a razon
de 30% (Tabla 2).

Las dietas fueron procesadas mezclando los ingredientes secos, excepto la
harina de trigo, durante 30min en una mezcladora Kitchen Aid modelo K5SS.
La harina de trigo fue gelatinizada mezclandola con agua (30% del total de los
ingredientes secos) y sometiéndola a un proceso de hervor por 15min

aproximadamente. La harina gelatinizada se dejé enfriar y luego fue mezclada
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con el aceite de pescado. La mezcla humeda y la mezcla de ingrediente secos
fue convenientemente mezclada por 30min en una mezcladora Kitchenaid.
Posteriormente, la masa obtenida fue pelletizada en una maquina RCA de 1
HP con una matriz con orificios de 3mm. Los pellets humedos fueron secados
en un horno WTC, Binder por 24 h a 65 °C. Posteriormente las dietas
experimentales fueron almacenadas en bolsas de polietileno y almacenadas
bajo refrigeracién a -18°C. La dieta de referencia fue preparada en una forma
similar, pero sin la adicion de los ingredientes a testar. La formulacion y
composicién proximal de las dietas experimentales y la dieta de referencia son

presentadas en la Tabla 2.

3.2.2 Condiciones experimentales y recoleccion de heces

Se trabajo con juveniles de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y salmon
del Atlantico (Salmo salar) de peso promedio de 61,3+3,1 g, provenientes de
la piscicultura “Los Laureles”, perteneciente a la Universidad Catdlica de
Temuco. La descripcion de los estanques, las condiciones de cultivo, la
metodologia de alimentacién, de recoleccidn de heces y de analisis quimicos,
asi como las ecuaciones utilizadas para el calculo de la digestibilidad aparente
de dietas y materias primas se describe en el capitulo Il de esta tesis, Material

y Métodos.

3.2.3 Andélisis estadisticos

Todas las dietas fueron ensayadas en triplicado y los valores analizados
corresponden a la media de los distintos tratamientos. Se analizdé la
homogeneidad de los datos usando el Test de Cochran. El efecto del
ingrediente sobre la digestibilidad de la materia seca, nitrégeno, energia y

extracto no nitrogenado en cada dieta fueron examinados por un ANOVA de
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dos vias, teniendo como factores la especie y el ingrediente. Los niveles de
significancia a posteriori fueron determinados mediante el Test de Tukey. El

nivel de significancia critico para todos los analisis fue establecido en P<0,05.

Tabla 2. Formulacién y composicion de nutrientes de las dietas experimentales, todos los
valores se expresan porcentaje (%) excepto los indicados. La composicion proximal de las
dietas se entrega en porcentaje de base seca.

Re:alreet:cia Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Dieta 6
Formulacién de las dietas
Harina de pescado 33 23,1 23,1 23,1 23,1 23,1 23,1
Harina de soya 17 11,9 11,9 11,9 11,9 11,9 11,9
Gluten de maiz 13 9,1 9,1 9,1 9,1 9,1 9,1
Harina de trigo 24 16,7 16,7 16,7 16,7 16,7 16,7
Aceite pescado 10 7 7 7 7 7 7
#Harina Lupino c/c 0 30 0 0 0 0 0
®Harina Lupino s/c 0 0 30 0 0 0 0
“Harina Lupino s/c 15°CH 0 0 0 30 0 0 0
“Harina Lupino s/c 45'CH 0 0 0 30 0 0
®Harina Lupino s/c 30”Mb 0 0 0 30 0
‘Harina Lupino s/c 30”"Ma 0 0 0 0 30
Premix vitaminico Biomar 1 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Premix mineral Biomar 1 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Indicador (Cr,03) 1 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Contenido de nutrientes en dietas (%)
Materia Seca 94,63 90,60 90,21 93,84 93,24 97,02 95,24
Proteina bruta 47,02 36,87 46,95 45,15 46,80 46,41 45,53
Grasa bruta 12,88 11,37 12,32 12,68 11,39 11,47 12,17
Extracto no nitrogenado 28,73 37,82 31,15 32,72 32,52 33,06 33,11
Fibra bruta 0,95 5,39 1,40 1,36 1,32 1,22 1,30
Cenizas totales 10,41 8,56 8,18 8,09 7,97 7,84 7,89
Energia bruta (Mj/Kg MS) 21,13 19,69 21,30 21,29 21,14 21,17 21,25
Nitrégeno 7,52 5,90 7,51 7,22 7,49 7,43 7,28
Fésforo 1,21 0,94 0,99 1,03 0,98 1,00 0,94

®Harina de lupino con cascara. "Harina lupino sin cascara. *Harina lupino sin cascara sometida a 15 minutos de calor
humedo. “Harina lupino sin cascara sometida a 45 minutos de calor hiimedo. ®Harina lupino sin cascara sometida a
30 segundos micronizacion de baja potencia. "Harina lupino sin cascara sometida a 30 segundos micronizacion de a
potencia.
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3.3 RESULTADOS

La harina de lupino cruda sin cascara sometida a los diferentes tratamientos
térmicos no presentd una alteracion significativa en su composicién proximal
(Tabla 1). Las proteinas en promedio alcanzaron un 41,22+0,26%, el extracto
etéreo 10,63+0,93%, la fibra total 5,71+0,27%, cenizas totales 4,051£0,06 y el
extracto no nitrogenado 38,39+0,70. El coeficiente de variacion (CV) entre la
harina de lupino sin tratamiento y la harina sometida a los distintos
tratamientos térmicos no supero el 3% en la composicion de los principales
nutrientes, excepto con el extracto etéreo alcanzé un CV 9,3% con el lupino
LC15 y 6,6% con el lupino LC45, lo mismo ocurrid con el nivel de fésforo que
alcanzo6 un CV de 7,44% con el lupino LC45 y 6,10% con el lupino LC15. La
harina de Ilupino con cascara presentd una composicion proximal
significativamente diferente con la harina de lupino descascarada, los
porcentajes de proteina, extracto etéreo y cenizas totales disminuyeron 10, 6 y
0,5% respectivamente; mientras que la fibra bruta y el extracto no nitrogenado

(ENN) aumentaron en 8,7% y 11,5%, respectivamente (Tabla 1).

La composicién proximal de las distintas dietas evaluadas con inclusion de
30% de harina de lupino con y sin tratamiento térmico (Tabla 2), fueron
estadisticamente similares, con excepcion de la dieta 2 con inclusion de
harina de lupino con cascara donde el porcentaje de proteina, extracto etéreo
y energia disminuyeron 10%; 1,0% y 1,61Mj/kg, respectivamente, en tanto que
el ENN, la fibra bruta y las cenizas totales aumentaron aproximadamente en
6,6; 40 y 0,4%, respectivamente. Indudablemente, el cambio en la
composicion proximal de esta dieta esta influenciado por la presencia de la

cascara en la harina de lupino.
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El coeficiente de digestibilidad aparente (CDA) de las dietas, con inclusion de
30% de harina de lupino con y sin tratamiento térmico en el salmén del

Atlantico y la trucha arco iris se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Coeficiente de Digestibilidad Aparente (CDA) en Salmo salar y Oncorhynchus mykiss
alimentadas con dietas con inclusion de 30% de harina de lupino sometida a diferentes
tratamientos térmicos.

Nutrientes reflgitnacia Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Dieta 6
trucha arcoiris (O. mykiss)
Materia seca 853 + 16 791 + 14 820 + 01 844 + 14 839 +* 18 892 + 10 868 + 04
Proteina bruta 932 + 10 911 + 05 918 * 04 9,0 + 04 954 + 05 963 + 04 954 + 0,1
Extracto etéreo 976 + 03 975 + 06 970 + 04 994 + 02 980 + 06 985 = 02 982 + 0,1
E.N.N. 790 + 28 731 £ 17 704 + 08 732 + 32 728 + 31 807 * 16 783 % 06
Energia bruta 90,9 + 08 86 + 09 876 + 01 90,8 + 1,0 9,0 * 12 926 = 07 91,5 = 0,1
Nitrogeno 932 £+ 10 911 £ 05 918 * 04 9,0 + 04 954 + 05 963 +* 04 954 = 01
Fosforo total 789 + 23 686 + 23 679 + 02 740 * 24 713 * 32 812 + 18 754 + 09
salmon del Atlantico (S. salar)
Materia seca 733 + 38 726 + 20 751 + 01 798 + 45 810 * 19 785 + 06 761 + 1,0
Proteina bruta 888 + 19 896 =+ 06 922 + 02 913 + 19 921 + 01 903 + 08 893 + 09
Extracto etéreo 972 + 08 946 + 04 95 + 03 972 +* 16 976 * 06 977 * 12 968 + 03
E.N.N. 50,1 + 60 627 + 34 525 + 15 670 + 83 699 * 49 645 + 12 604 + 17
Energia bruta 81,7 + 25 818 + 12 832 + 03 863 + 35 874 + 14 850 + 07 832 + 10
Nitrégeno 888 + 19 896 + 06 922 + 02 913 + 19 921 + 01 903 + 08 893 + 09
Fésforo total 617 + 54 656 =+ 16 571 + 15 682 + 82 675 * 23 661 + 03 598 + 29

Cada valor es el promedio + su desviacion estandar (n = 3).

Al comparar mediante un analisis de varianza de dos vias el efecto de las
distintas dietas en salmén y trucha, se constato que existen diferencias
altamente significativas (P<0,05) entre el CDA total, de proteinas, de extracto
etéreo, de extracto no nitrogenado, de energia y de fosforo de todas las dietas
evaluadas, del mismo modo las respuestas en digestibilidad de ambas
especies fue significativamente diferente entre ellas (P<0,05) y existe una
interaccién también significativa para cada valor de CDA entre dieta y especie
(Tabla 4).

La comparacién de medias a través del test de Tukey revel6 respuestas de

CDA significativas diferentes (P<0,05) entre la trucha y el salmon del atlantico
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para las distintas dietas evaluadas. En general la digestibilidad aparente

promedio para materia seca, proteina bruta, extracto etéreo,

extracto no

nitrogenado, nitrogeno y fésforo fue mayor en Salmén del Atlantico que en la

trucha arco iris para las mismas dietas evaluadas (Tabla 5).

Tabla 4. Parametros estadisticos de la ANOVA de dos vias para evaluar las diferencias en
respuesta del CDA por especie y para las dietas con inclusion de 30% de Lupino Albus
sometido a diferentes tratamientos térmicos.

" " " Suma Grados Slel?
Variables independientes CDA ; Cuadrado F p
cuadrado libertad .
Especie Materia seca 633,209 1 3,865 163,852 0,000
Dietas Materia seca 44977 6 11,639 0,000
Especie x dieta Materia seca 17,653 6 4,568 0,002
Especie Proteina 140,941 1 0,800 176,129 0,000
Dietas Proteina 10,582 6 13,224 0,000
Especie x dieta Proteina 8,690 6 10,859 0,000
Especie Extracto etéreo 15,835 1 0,457 34,647 0,000
Dietas Extracto etéreo 3,754 6 8,213 0,000
Especie x dieta Extracto etéreo 1,488 6 3,255 0,015
Especie E. N. Nitrogenado 2161,276 1 12,973 166,604 0,000
Dietas E. N. Nitrogenado 93,483 6 7,206 0,000
Especie x dieta E. N. Nitrogenado 112,843 6 8,699 0,000
Especie Energia 365,194 1 1,965 185,875 0,000
Dietas Energia 19,114 6 9,729 0,000
Especie x dieta Energia 8,950 6 4,555 0,002
Especie Nitrégeno 140,941 1 0,800 176,129 0,000
Dietas Nitrégeno 10,582 6 13,224 0,000
Especie x dieta Nitrégeno 8,690 6 10,859 0,000
Especie Fosforo 1093,571 1 10,381 105,340 0,000
Dietas Fosforo 75,538 6 7,276 0,000
Especie x dieta Fésforo 53,976 6 5,199 0,001

Tabla 5. Comparacion de medias mediante el test de Tukey. La especie como efecto principal
en la evaluacion de los CDA de dietas con inclusion de 30% de Lupinus albus sometido a
diferentes tratamientos térmicos.

Proteina
bruta

Extracto

Extracto No
Nitrogenad

Etéreo

Energia

bruta
0

Nitrégeno

Fosforo

(r & 0 & {1

2 {1 {2

{1y {2

{1y &

Media

CDA

Trucha
arcoiris {1}
Salmén
atlantico {2}

b

84,38 76,62 94,16 90,50 98,02 96,80 75,36 61,01

b

A a

b b

A

89,99 84,09 94,16 90,50 73,91

b

63,71
b

Letras “a” y “b” representan los grupos homogéneos, diferencias significativas con P<0,05.
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La Tabla 6 muestra y compara a través del test de Tukey las respuestas
medias de CDA para trucha arco iris y salmon del Atlantico en forma conjunta
para las seis dietas evaluadas. En tanto, la Figura 1 se muestra la respuesta
individual de los coeficientes de digestibilidad aparente total, de proteinas, de
extracto etéreo, extracto no nitrogenado, de energia y del fésforo trucha arco

iris y el salmon del Atlantico para las distintas dietas evaluadas.

Tabla 6. Comparacién de medias mediante el test de Tukey. Se confronta las respuestas
medias de CDA en O. mykiss y S. salar en forma conjunta para las siete dietas evaluadas.

CDA total CDA proteinas CDA extracto etéreo

Especie y Diferencia : Especie y Diferencia | Especie y Diferencia
dieta Media  estadistica : dieta Media estadistica | dieta Media estadistica
SA-Dieta 1 72,62 A SA-Dieta 6 89,28 a SA-Dieta 1 94,59 a
SA-Dieta 2 75,09 Ab SA-Dieta 1 89,59 ab SA-Dieta 2 96,47 ab
SA-Dieta 6 76,06 Abc SA-Dieta 5 90,26 abc SA-Dieta 6 96,76 bc
SA-Dieta 5 78,45 Bcd TA-Dieta 1 91,08 abc TA-Dieta 2 96,98 bc
TA -Dieta 1 79,08 Bcde SA-Dieta 3 91,31 abc SA-Dieta 3 97,21 bc
SA-Dieta 3 79,77 Bcdef TA-Dieta 2 91,75 bc TA-Dieta 1 97,53 bed
SA-Dieta 4 80,97 Chef SA-Dieta 4 92,12 c SA-Dieta 4 97,63 bed
TA-Dieta 2 82,01 Defg SA-Dieta 2 92,16 c SA-Dieta 5 97,73 bed
TA-Dieta 4 83,89 Efg TA-Dieta 4 95,39 d TA-Dieta 4 97,99 bcd
TA-Dieta 3 84,41 Fgh TA-Dieta 6 95,43 d TA-Dieta 6 98,18 bcd
TA-Dieta 6 86,84 Gh TA-Dieta 3 96,01 d TA-Dieta 5 98,53 cd
TA-Dieta 5 89,17 H TA-Dieta 5 96,27 d TA-Dieta 3 99,37 d

CDA extracto no nitrogenado CDA energia CDA fésforo
Especie y Diferencia : Especie y Diferencia | Especiey Diferencia
dieta Media estadistica : dieta Media estadistica | dieta Media estadistica
SA-Dieta 2 52,54 A SA-Dieta 1 81,83 a SA-Dieta 2 57,10 a
SA-Dieta 6 60,43 Ab SA-Dieta 2 83,18 ab SA-Dieta 6 59,76 ab
SA-Dieta 1 62,65 B SA-Dieta 6 83,24 ab SA-Dieta 1 65,57 abc
SA-Dieta 5 64,54 Bc SA-Dieta 5 84,95 abc SA-Dieta 5 66,09 bc
SA-Dieta 3 66,97 Bc SA-Dieta 3 86,26 bcd SA-Dieta 4 67,52 bcd
SA-Dieta 4 69,88 Bcd TA-Dieta 1 86,63 bcd TA-Dieta 2 67,93 bcd
TA-Dieta 2 70,38 Bcd SA-Dieta 4 87,40 cde SA-Dieta 3 68,21 bcd
TA-Dieta 4 72,79 Cde TA-Dieta 2 87,57 cde | TA-Dieta1 68,56 bcd
TA-Dieta 1 73,14 Cde TA-Dieta 4 89,96 def TA-Dieta 4 71,32 cd
TA-Dieta 3 73,19 Cde TA-Dieta 3 90,77 ef TA-Dieta 3 74,02 cde
TA-Dieta 6 78,28 de TA-Dieta 6 91,46 f TA-Dieta 6 75,40 de
TA-Dieta 5 80,73 e TA-Dieta 5 92,58 f TA-Dieta 5 81,22 e

TA= trucha arco iris y SA= salmoén del Atlantico

82



Capitulo I, Digestibilidad de la Materia prima

La utilizacién digestiva total de Salmo salar, para la dieta con lupino crudo es
significativamente menor (P<0,05) que en trucha arco iris. EI CDA total de la
dieta con lupino crudo con cascara (Dieta 1) es estadisticamente mas bajo
(P<0,05) en salmén del Atlantico que en trucha arco iris, 72,6% y 79,0%
respectivamente. La digestibilidad total en S. salar para las dietas con lupino
crudo con cascara (Dieta 1), crudo sin cascara (Dieta 2) y micronizado en alta
y baja potencia (Dietas 5 y 6) variaron entre 72,6 y 78,4% sin diferencias
estadisticas entre ellas. La trucha arco iris mostré una mayor digestibilidad
total para las dietas con lupino crudo sin cascara (Dieta 2), lupino autoclavado
(Dietas 3 y 4) y lupino micronizado en alta y baja potencia (Dietas 5 y 6),
variando sus CDA entre 82,0 y 89,2%. Las dietas con lupino micronizado
(Dietas 5 y 6) y lupino autoclavado (Dietas 3 y 4) no mostraron diferencias

entre ellas para el CDA total en trucha arco iris (Tabla 6, Figura 1a).

Los diferentes tratamientos aplicados al lupino tuvieron un efecto significativo
sobre la digestibilidad de las proteinas en las dietas testadas. La digestibilidad
de las proteinas fue significativamente mas alta en trucha arco iris que en
salmén del Atlantico. Las dietas con harina de lupino micronizado en alta y
baja potencia (Dietas 5 y 6), con harina cruda con cascara (Dieta 1) y con
harina autoclavada por 15 minutos (Dieta 3) no mostraron diferencias
significativas (P>0,05) en la digestibilidad de proteinas en salmoén del Atlantico
y los valores variaron entre 88,78% y 91,31%. Sin embargo, la digestibilidad
de proteinas en las dietas con harina de lupino autoclavada 45 y 15 min
(Dietas 3 y 4) y micronizada en alta y baja potencia (Dietas 5 y 6) fueron
significativamente mas alta en trucha iris (95,39% a 96,27%) que en salmon
del Atlantico, no mostrando diferencias significativas entre ellas (Tabla 6,
Figura 1b).
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La digestibilidad aparente de los lipidos en las dietas con harinas de lupino
tratadas, no mostraron grandes diferencias entre la trucha arco iris y salmon
del Atlantico. El valor mas bajo del CDA de los lipidos se obtuvo con S. salar
con la dieta con lupino crudo con cascara (Dieta 1, 94,6%) y fue
significativamente (P<0,05) menor que en trucha arco iris (Dieta 1, 97,5%) con
la misma dieta. EI CDA de los lipidos de las dietas con lupino micronizado en
alta y baja potencia (Dietas 5 y 6) y autoclavado 45 min (Dieta 4) no mostraron
diferencias significativas (P>0,05) entre la trucha arco iris y salmén del
Atlantico, los valores variaron entre 96,76 y 98,53%. La digestibilidad de
lipidos de la dieta con Ilupino autoclavado 15 min (Dieta 3) fue
significativamente mas alta en trucha arco iris (99,37%) que en salmén del
Atlantico (97,2%) (Tabla 6, Figura 1c).

Los tratamientos aplicados a la harina de lupino tuvieron un marcado efecto
en la digestibilidad de los carbohidratos de las dietas testadas entre la trucha
arco iris y el salmoén del Atlantico. La trucha arco iris mostro los valores mas
altos de CDA de los carbohidratos (70,4%, Dieta 2 a 80,7%, Dieta 5) en
comparacion con el salmon del Atlantico (52,5%, Dieta 2 a 69,9%, Dieta 4),
siendo los segundos significativamente (P<0,05) mas bajos que los primeros.
La micronizacién y el autoclavado no mostraron un efecto significativo en la
digestibilidad de los carbohidratos de las dietas testadas en trucha arco iris y
salmén del Atlantico al analizarla cada especie por separado. Es decir, los
valores de digestibilidad de las dietas con lupino crudo (Dieta 2) y lupino crudo
con cascara (Dieta 1) no se diferenciaron estadisticamente de las dietas con
los lupinos tratados con calor seco por micronizacién (Dietas 5 y 6) y calor

humedo por autoclavado (Dietas 3 y 4) (Tabla 6, Figura 1d).
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Figura 1. Digestibilidad aparente en Salmo salar y Oncorhynchus mykiss alimentadas con
dietas con 30% de inclusion de harina de Lupinus albus sometida a diferentes tratamientos de
calor, (a) CDA de total, (b) CDA de proteina, (c) CDA de extracto etéreo, (d) CDA de los
hidratos de carbono, (e) CDA de la energia y (f) CDA del fosforo.
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Los diferentes tratamientos aplicados al lupino hicieron variar la digestibilidad
de la energia de las dietas desde 81,75% a 92,58% en el salmon del Atlantico
y trucha arco iris en su conjunto. Los valores mas bajos variaron entre 81,83 y
84,95% para las dietas 1, 2, 5 y 6 testadas en salmén del Atlantico, sin
diferencias estadisticas significativas entre ellas (P>0,05). Los valores de
digestibilidad de la energia mas altos se alcanzaron con trucha arco iris para
las dietas con lupino autoclavado en 15 min.(Dieta 3), lupino micronizado en
alta y baja potencia (Dietas 6 y 5) cuyos valores variaron entre 89,96 y
92,58%, sin diferencias estadisticas entre ellas (P>0,05). La digestibilidad de
la energia en trucha arco iris de este ultimo grupo de dietas fue
significativamente (P<0,05) mas alta que la digestibilidad de la energia del
primer grupo de dietas con salmén del Atlantico. La digestibilidad de la
energia de las dietas con lupino micronizado en baja potencia (Dieta 5), lupino
autoclavado 15 y 45 min (Dieta 3 y 4) en salmén del atlantico no se diferencio
estadisticamente (P>0,05) del CDA de la energia de la dieta con lupino crudo

(Dieta 2) en trucha arco iris (Tabla 6, Figura 1e).

Las digestibilidades mas bajas para el fésforo se obtuvieron en las dietas con
lupino tratado en salmon del Atlantico y los valores variaron entre 59,76% y
68,21%. El CDA del fésforo de las dietas con lupino crudo con cascara (Dieta
1), lupino autoclavado en 15 y 45 min (Dietas 3 y 4) y lupino micronizado en
baja y alta potencia (Dietas 5 y 6) en Salmo salar no se diferenciaron
estadisticamente (P>0,05) del CDA del fésforo de la dieta con lupino con
cascara (Dieta 1) en O. mykiss. Las digestibilidades significativamente mas
altas para el fésforo se obtuvieron con la trucha arco iris para las Dietas 2, 5 y
6, con valores que variaron entre 74,02% y 81,22% pero sin diferencias entre
ellas. EI CDA del fésforo de la Dieta 4 (71,32%) no presento diferencia
significativa (P>0,05) con el CDA de la Dieta 3 (74,02%) en trucha arco iris
(Tabla 6, Figura 1 f).
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Tabla 7. Coeficiente de Digestibilidad Aparente (CDA) harina de lupino, Lupinus albus,
sometida a diferentes tratamientos térmicos en Salmo salar y Oncorhynchus mykiss
alimentadas.

Lupino Lupino Lupino Lupino Lupino Lupino
Nutrientes crudo crudo autoclav. 15 autoclav. 45 micron. micron.
c/cascara s/cascara min. min. 700 W 1400 W

trucha arcoiris (O. mykiss)

Materia seca 64,7 =+ 48 744 + 03 825 + 46 80,7 = 59 976 * 33 90,0 + 14
Proteina bruta 310 £ 20 993 * 15 892 * 14 976 + 16 96,0 + 36 918 * 24
Extracto etéreo 1885 + 60 786 * 19 1077 + 09 68,0 + 1,9 98,0 + 44 932 + 30
E. No Nitrogenado 822 + 46 526 *+ 21 717 + 93 685 = 89 90,8 + 18 87,7 = 06
Energia bruta 702 + 34 848 + 03 941 % 35 896 + 41 1009 + 23 991 * 04
Nitrégeno 232 = 20 934 + 15 966 * 1,6 1071 £ 19 1066 * 1,5 979 = 04
Fosforo total 192 + 113 206 * 10 561 * 7,8 336 * 30 91,7 + 72 255 * 07
salmén del Atlantico (S. salar)
Materia seca 709 = 65 792 + 03 948 + 15,0 98,7 * 6,2 904 + 1,9 824 = 33
Proteina bruta 40,7 * 25 1125 £ 09 971 + 71 1124 + 02 101,7 + 2.8 930 = 33
Extracto etéreo 164,0 + 35 1009 * 11 1010 = 57 694 = 20 852 + 48 1013 * 13
E. No Nitrogenado 951 + 90 549 + 40 1053 * 242 1113 = 141 959 + 33 872 £ 50
Energia bruta 782 + 48 91,7 + 10 1005 * 11,8 1028 = 49 96,7 + 23 927 + 34
Nitrégeno 390 + 25 1112 + 09 958 # 71 1111 = 02 1004 + 28 916 * 33
Fosforo total 1191 £ 7,6 129 + 90 1538 + 242 1019 + 19 83,1 = 17 314 = 07

Cada valor es el promedio * su desviacién estandar (n = 3).

En la Tabla 7 se muestra los resultados de la digestibilidad aparente de la
materia prima en Oncorhynchus mykiss y Salmo salar, para las harinas de
lupino cruda con y sin cascara y sometida a los diferentes tratamientos
térmicos. El analisis de varianza de dos vias para el CDA total, de proteinas,
de EE, de ENN, de Energia y del fosforo, mostraron diferencias altamente
significativas para el efecto especie y tratamiento térmico aplicado a la harina
de lupino, asi como para la interaccién especie por tratamiento térmico del
lupino (Tabla 8).
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Tabla 8. Parametros estadisticos de la ANOVA de dos vias para evaluar las diferencias en
respuesta del CDA por especie y por tratamiento térmico aplicado a la harina de Lupino

albus.
. . ) Suma Grados s
Variables independientes CDA cuadrado libertad Cuadradp F p
medio

Especie Materia seca 175,949 1 34,418 5,112 0,033
Trat. Térmico Lupino (TTL) Materia seca 567,331 5 16,483 0,000
Especie x TTL Materia seca 159,418 5 4,632 0,004
Especie Proteina 690,473 1 8,784 78,609 0,000
Trat. Térmico Lupino (TTL) Proteina 4186,340 5 476,605 0,000
Especie x TTL Proteina 37,270 5 4,243 0,007
Especie Extracto etéreo 46,031 1 12,190 3,776 0,064
Trat. Térmico Lupino (TTL) Extracto etéreo 8174,851 5 670,641 0,000
Especie x TTL Extracto etéreo 403,006 5 33,061 0,000
Especie E. N.N. 2307,549 1 92,850 24,852 0,000
Trat. Térmico Lupino (TTL) E. N.N. 1308,666 5 14,094 0,000
Especie x TTL E. N. N. 483,881 5 5,211 0,002
Especie Energia 142,926 1 20,847 6,856 0,015
Trat. Térmico Lupino (TTL) Energia 526,717 5 25,266 0,000
Especie x TTL Energia 87,133 5 4,180 0,007
Especie Nitrogeno 146,496 1 7,582 19,322 0,000
Trat. Térmico Lupino (TTL) Nitrégeno 5073,837 5 669,217 0,000
Especie x TTL Nitrogeno 167,792 5 22,131 0,000
Especie Fosforo 16294,089 1 40,980 397,608 0,000
Trat. Térmico Lupino (TTL) Fdsforo 6893,434 5 168,214 0,000
Especie x TTL Foésforo 4038,795 5 98,555 0,000
La comparacion de medias a través del test de Tukey revel6 CDA

significativamente diferentes entre la trucha arco iris y el salmoén del Atlantico

para la harina de lupino sujeto a los diferentes tratamientos térmicos. En

general la digestibilidad aparente promedio para materia seca, proteina bruta,

extracto etéreo, extracto no nitrogenado y fésforo fue mayor en la trucha arco

iris que en el salmon del Atlantico (Tabla 9).
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Tabla 9. Comparaciéon de medias mediante el test de Tukey. Considerando la especie como
efecto principal en la evaluacion de los CDA de la materia prima en O. mykiss y Salmo salar

Materia Proteina Extracto Extracto No Energia Nitrégeno Fosforo
Seca bruta Etéreo Nitrogenado bruta g

Media

CDA 81,64 86,06 84,16 92,92 103,64 10590 7559 91,61 89,79 93,77 87,47 9150 41,13 83,68
{1} {2} {1} {2} {1} {2} {1} {2} {1} {2} {1} {2} {1} {2}

Truca arco

L {1} a a a a a a a

Irns

Salmoén

Atiéntico [ P b a b b b b

Tabla 10. Comparacion de medias mediante el test de Tukey. Consideran el tratamiento
aplicado al lupino como efecto principal en la evaluacién de los CDA de la materia prima en O.

mykiss y Salmo salar

CDA total CDA proteinas CDA extracto etéreo

Especie e Grupos Especie e Grupos Especie e Grupos
ingrediente Media homogéneos | ingrediente  Media  homogéneos | ingrediente Media homogéneos
TA-LCC 64,67 a TA-LCC 31,03 a SA-LC45 69,39 a
SA-LCC 70,92 ab SA-LCC 40,74 b TA-LC45 69,45 a
TA-LC 74,43 abc TA-LC15 89,16 c TA-LC 78,56 ab
SA-LC 79,16 abcd TA-LM30a 91,79 cd SA-LM30b 85,16 bc
TA-LC45 80,70 abcde SA-LM30a 92,99 cd TA-LM30a 93,23 cd
SA-LM30a 82,38 bedef TA-LM30b 96,04 cde TA-LM30b 98,04 de
TA-LC15 82,45 bedef SA-LC15 97,12 cde SA-LC 100,94 de
TA-LM30a 89,97 cdef TA-LC45 97,64 cde SA-LC15 100,99 de
SA-LM30b 90,36 cdef TA-LC 99,28 de SA-LM30a 101,32 de
SA-LC15 94,77 def SA-LM30b 101,74 e TA-LC15 107,66 e
TA-LM30b 97,60 ef SA-LC45 112,43 SA-LCC 164,02
SA-LC45 98,74 f SA-LC 112,48 f TA-LCC 188,46 g

CDA extracto no nitrogenado CDA energia CDA fosforo
Especie e Grupos Especie e Grupos Especie e Grupos
ingrediente Media homogéneos | ingrediente ~ Media  homogéneos | ingrediente  Media homogéneos
TA-LC 52,63 a TA-LCC 70,17 a SA-LC 12,95 a
SA-LC 54,86 ab SA-LCC 78,23 ab TA-LCC 19,23 ab
TA-LC45 68,52 abc TA-LC 84,77 bc TA-LC 20,63 ab
TA-LC15 71,74 abc TA-LC45 89,60 bcd TA-LM30a 25,48 ab
TA-LCC 82,21 bed SA-LC 91,66 bcd SA-LM30a 31,36 ab
SA-LM30a 87,22 cde SA-LM30a 92,74 cd TA-LC45 33,63 b
TA-LM30a 87,72 cde TA-LC15 94,12 cd TA-LC15 56,12 c
TA-LM30b 90,76 cde SA-LM30b 96,72 cd SA-LM30b 83,08 d
SA-LCC 95,08 cde TA-LM30a 99,14 d TA-LM30b 91,70 d
SA-LM30b 95,91 cde SA-LC15 100,52 d SA-LC45 101,85 de
SA-LC15 105,31 de TA-CM30b 100,93 d SA-LCC 119,05 e
SA-LC45 111,26 e SA-LC45 102,78 d SA-LC15 153,79 e

TA= trucha arco iris y SA= salmén del Atlantico
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La Tabla 10 muestra y compara en forma conjunta, a través del test de Tukey,
la digestibilidad aparente de la materia prima en Oncorhynchus mykiss y
Salmo salar, para las harinas de lupino cruda con y sin cascara y sometida a

los diferentes tratamientos térmicos.

En tanto, la Figura 2 se muestra la respuesta individual de los coeficientes de
digestibilidad aparente total, de proteinas, de extracto etéreo, de extracto no
nitrogenado, de energia y del fosforo en trucha arco iris y el salmoén del
Atlantico para la harina de lupino sometido a los distintos tratamientos
térmicos. Para aquellos valores de digestibilidad que superaron el 100%, por

razones obvias se grafico este valor como maximo (Figura 1y Figura 2).

ElI CDA total del lupino crudo con y sin cascara no se diferencia
estadisticamente entre la trucha arco iris y el salmén del Atlantico, se
alcanzaron valores de 70,1y 64,7%, para el lupino crudo con cascara y 74,4
y 79,1%, para el lupino crudo sin cascara, respectivamente. El tratamiento
térmico con calor humedo (LC15 y LC45) y con calor seco (LM30a y LM30b)
tuvo un efecto significativamente positivo en la digestibilidad aparente total
tanto en trucha arco iris como en salmon del Atlantico y en ambas especies
los valores fueron significativamente mas altos que los obtenidos con el lupino
sin tratamiento térmico (crudo con y sin cascara). La digestibilidad total mas
baja se obtuvo con el tratamiento micronizado en alta potencia (LM30b) en
salmon del Atlantico y la mas alta con el tratamiento calor humedo (LC45) en
salmén del Atlantico (Tabla 10). La comparacion individual del CDA entre
trucha arco iris y salmon del Atlantico (Figura 2), revelan que el CDA en
salmon del Atlantico fue numéricamente mayor en todos los tratamientos, sin
embargo diferencias estadisticas significativas (P<0,05) solo se obtuvieron

con los tratamientos LC15 y LC45 (Figura 2a).
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En ambas especies, los valores de CDA de las proteinas en el lupino con
cascara fueron significativamente menores a los valores del lupino crudo y los
sometidos a los diferentes tratamientos térmicos. En términos generales, el
lupino crudo sin cascara y sin tratamiento térmico (LC) no mostré diferencias
significativas con los tratamientos autoclavado (LC15 y LC45) y micronizado
(LM30b y LM30a). Sin embargo, las digestibilidades mas altas se obtuvieron
en Salmo salar con los tratamientos (LM30b, LC45 y LC) (Tabla 10). La
comparacion individual del CDA de proteinas entre trucha arco iris y salmon
del Atlantico (Figura 2), revela que el salmén del Atlantico presenta valores
numéricamente superiores en todos los tratamientos, sin embargo diferencias
estadisticas significativas (P<0,05) sélo se obtuvieron con los tratamientos LC
y LC45 (Figura 2b).

El CDA del extracto etéreo (EE) para el lupino autoclavado (LC45) fue similar
entre el salmon del Atlantico (69,4%) y la trucha arco iris (69,5%) y ambos
valores fueron estadisticamente similares con el valor de CDA del lupino crudo
sin cascara (LC) en trucha arco iris. Los CDA del EE del lupino micronizado
en alta y baja potencia en trucha arco iris presentaron valores
estadisticamente similares con el lupino crudo (LC), el lupino autoclavado
(LC15) y el lupino micronizado en alta potencia (LM30a) en salmén del
Atlantico; con valores que variaron entre 98 y 100%. Si se considera como la
maxima digestibilidad un 100%, el CDA del EE en salmén del Atlantico en los
tratamientos LC, LC15 LM30a y LCC serian estadisticamente similares a los
valores del CDA del lupino autoclavado (LC15) y crudo con cascara (LCC) en
trucha arco iris (Tabla 10). La comparacion individual del CDA del EE entre
trucha arco iris y salmén del Atlantico (Figura 2), revela que el salmén del
Atlantico exhibe valores estadisticamente iguales (P>0,05) en todos los
tratamientos, excepto en el lupino LC y LM30a donde el CDA del EE es

estadisticamente superior en Salmo salar (Figura 2c).
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El CDA del extracto no nitrogenado (carbohidratos) presentoé los valores mas
bajos con el lupino crudo en trucha arco iris y salmon del Atlantico, 52,6 y
54,9%, respectivamente; estos valores no se diferenciaron estadisticamente
(P<0,05), de los valores de CDA en trucha arco iris para el lupino autoclavado
(LC15 y LC45) y el lupino crudo sin cascara. Los mayores valores de CDA de
carbohidratos en Salmo salar fueron alcanzados con el lupino micronizado
(LM30a y LM30b), autoclavado (LC15 y LC45) y con lupino crudo con cascara
(LCC), mientras que, en trucha arco iris los valores mas altos de CDA de
carbohidratos sélo se obtuvieron con lupino micronizado en baja y alta
potencia (LM30a y LM30b); todos los valores de este grupo no presentaron
diferencias estadisticas entre ellos (Tabla 10). La comparacion individual del
CDA de los carbohidratos entre trucha arco iris y salmon del Atlantico (Figura
2) para los distintos tratamientos aplicado al lupino, mostré que el salmén del
Atlantico exhibe valores numéricamente mayores en todos ellos, sin embargo,
los tratamientos estadisticamente significativos (P<0,05) son los con lupino
autoclavado (LC15 y LC45) (Figura 2d).

El CDA de la energia presento los valores mas bajos con el lupino crudo con
cascara en ambas especies (70,1% en O. mykiss y 78,2% en S. salar), el
ultimo valor no se diferencié estadisticamente (P<0,05), de los valores de
CDA para el lupino crudo (LC) en trucha arco iris y salmoén del Atlantico,
tampoco con el lupino autoclavado (LC45) en trucha arco iris. Los valores mas
altos de CDA de la energia se obtuvieron con S. salar para el lupino
micronizado (LM30a y LM30b) y autoclavado (LC15 y LC45), mientras que, en
trucha arco iris los valores mas altos se obtuvieron con el lupino micronizado
(LM30a y LM30b) y lupino autoclavado LC15, los valores de todo este grupo
variaron entre 92,7 y 100% sin diferencias estadisticas entre ellos.
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Figura 2. Digestibilidad aparente en Salmo salar y Oncorhynchus mykiss de la harina de
lupino (Lupinus albus) sometida a diferentes tratamientos con calor, (a) CDA de total, (b)
CDA de proteina, (c) CDA de extracto etéreo, (d) CDA de los hidratos de carbono, (e) CDA de

la energia y (f) CDA del fosforo.
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La comparacion individual del CDA de la energia entre trucha arco iris y
salmon del Atlantico (Figura 2) para los distintos tratamientos aplicado al
lupino, mostré que el salmén del Atlantico exhibe valores numéricamente
mayores en casi todos ellos, sin embargo no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos (Figura 2e).

Los valores mas bajos para el CDA del fésforo se obtuvieron con el lupino
crudo sin cascara en ambas especies, con el lupino con cascara en trucha
arco iris y con el lupino LM30a en ambas especies, sin diferencias estadisticas
entre ellos. Mientras que los valores mas altos se obtuvieron en salmén del
Atlantico con el lupino LC45, LC15 y curiosamente con el lupino LCC todos
con valores sobre 100. Por otro lado, el lupino LM30b en trucha y salmén vy el
lupino LC45 en salmén no se diferenciaron estadisticamente entre ellos. La
comparacion individual del CDA del fosforo entre trucha arco iris y salmon del
Atlantico (Figura 2), mostro valores mayores y estadisticamente diferentes en
el salmon del Atlantico para el lupino LCC, LC, LC15 y LC45, mientras que el
lupino LM30b y LM30a presentaron valores de CDA del fésforo iguales entre

las especies. (Figura 2f).

3.4 DISCUSION

La calidad nutricional del lupino evaluada en su composicidon proximal no tuvo
cambios sustantivos por efecto de los diferentes tratamientos térmicos
aplicados (Tabla 1). El calor humedo y la micronizacion aplicada a la harina
provocaron resultados diferentes en la digestibilidad aparente de las dietas por
parte de la trucha y el salmén (Tabla 3, Figura 1), esto indirectamente explica
que los tratamientos indujeron cambios en la materia prima que no son
evidenciados por los analisis proximales. Sin embargo, ha sido ampliamente

descrito que los vegetales en general y el lupino en particular poseen
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numerosas sustancias que actuan como antinutrientes (Mundheim et al.,
2004; Glencross et al., 2003b; Francis et al., 2001) y por consiguiente afectan
los valores de digestibilidad aparente. De acuerdo a Glencross (2001),
algunos factores antinutricionales presentes en el lupino incluidos los
oligosacaridos, fitatos, saponinas, taninos e inhibidores de proteasas tienen un
significativo efecto en la digestibilidad de las proteinas. De acuerdo a Pereira 'y
Oliva-Teles (2004), la aplicacion de diferentes tratamientos tecnologicos tales
como el descascarado, procesamiento con calor o la humedad, pueden
inactivar y remover o disminuir la mayoria de los factores antinutricionales
presentes en fuentes de vegetales proteicos. Por lo tanto los tratamientos
térmicos actuaron favorablemente en el mejoramiento de la digestibilidad de la
harina del lupino crudo con y sin cascara tanto en la trucha arco iris como en

el salmén del Atlantico.

En los resultados del presente estudio es posible observar valores de CDA
sobre 100% (Tabla 10) lo que racionalmente no puede ser, no obstante, este
efecto ya ha sido explicado por otros autores (Hardy, 1997, Glencross et al
2005), lo que se explica por la concentracién porcentual del nutriente en la
materia prima que se evalua y la concentracion del mismo nutriente en la dieta
de referencia. Segun Glencross et al (2004a), estos caprichos ponen también
de relieve la compleja naturaleza de la estimacion de la digestibilidad aparente

de un ingrediente cuando se incluye dentro de una dieta compuesta.

3.4.1 Digestibilidad de las dietas

Aun cuando el presente experimento fue para evaluar la digestibilidad de
Lupinus albus como ingrediente en trucha arco iris y en salmén del Atlantico,

la metodologia envuelve inicialmente calcular la digestibilidad de una dieta

compuesta por el 70% de una dieta estandar y 30% del ingrediente a evaluar
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(Bureau et al., 1999). La evaluacién de estas dietas en ambas especies
(Tabla 3), donde se incorporé el 30% de L. albus sometido a los diferentes
tratamientos térmicos, aporta algunos antecedentes interesantes de
considerar. En términos generales la trucha arco iris respondié con valores de
CDA mas altos que el salmén del Atlantico en las 6 dietas, en promedio la
digestibilidad aparente incremento un 8,3% para la materia seca, 3,7% para
las proteinas, 1,4% para los lipidos, 15,8% para los carbohidratos, 5,9% para
la energia y 12,1% para el fosforo. Estos valores son coincidentes con los de
Refstie et al. (2000) quienes trabajando con dos dietas, una con sélo harina de
pescado LT como fuente de proteina y otra con 32% de harina de pescado LT
y 30% de harina de soya, encontraron que el CDA fue 6% mas alto para el
nitrogeno, 8% mas alto para las grasas y 11% mas alto para la energia en
trucha que en salmén. En salmén y trucha arco iris los mayores sitios de
absorcion de aminoacidos, azucares y lipidos son los ciegos piloricos, segun
Refstie et al. (2000), el mayor numero de ciegos y/o la mayor superficie de
absorcion intestinal en trucha que en salmoén pueden ser la explicacion de la

mas alta digestibilidad de las dietas en truchas que en salmon del Atlantico.

Sorprendentemente, cuando se compara la digestibilidad del ingrediente con
la harina de lupino con y sin cascara y sometida a los diferentes tratamientos
térmicos (Tabla 7 y Figura 2), se constaté que hay una significativa diferencia
entre la trucha arco iris y el salmén del Atlantico en cuanto a los CDA para el
lupino sometido a los distintos tratamientos (Tabla 8). En términos generales,
los resultados del presente estudio son consistentes con los resultados de
Refstie et al. (2000) quienes también notaron diferencias en la respuesta
nutricional del salmon del Atlantico y la trucha arco iris cuando eran
alimentadas con soya. Glencross et al. (2004a), compararon la digestibilidad
de una serie de lupinos y productos proteicos de soya en salmén y trucha;

ellos también observaron varias diferencias entre las dos especies en su
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capacidad para digerir los nutrientes y la energia cada uno de los productos
testados. Por su parte Krogdahl et al. (2004) también encontraron diferencias
en la digestibilidad y retencion de macronutrientes en trucha arco iris y salmon
del atlantico cuando evaluaron dietas con altos y bajos niveles de almidén en
agua dulce y salada. Anteriores estudios de Refstie et al. (1998) con salmén
del Atlantico y de Kaushik et al. (1995) con trucha arco iris, quienes evaluaron
la digestibilidad de alimentos similares, también encontraron marcadas
diferencias entre ambas especies. Estas diferenciaciones son inicialmente
notadas en las diferentes capacidades que cada especie tiene para digerir la
energia de los ingredientes con altos niveles de proteinas; sin embargo
productos con bajos niveles de proteinas (<600 g/kg DM) tienen energias
digestibles similares en ambas especies (Glencross et al., 2004a). Los
resultados del presente estudio son coincidente con los Glencross et al
(2004a) en que la capacidad digestiva del salmén del Atlantico aparece con
una mayor respuesta en CDA para todos los nutrientes y la energia del lupino
sometido a los diferentes tratamientos (Tabla 9). Curiosamente cuando tales
materias primas son incluidas en dietas convencionales, la respuesta digestiva
se invierte y la trucha arco iris aparece con valores de CDA mas altos que el
salmon del Atlantico (Tabla 3, Figura 1). De acuerdo a los estudio de Refstie
et al. (2000), la digestibilidad de los nutrientes fue mas alta en trucha arco iris
que en salmon del atlantico, mientras que la utilizacion de los nutrientes
absorbidos para crecimiento fueron mas eficientes en salmén que trucha.
Ademas, la trucha arco iris parece menos sensitiva que el salmén del atlantico
a los componentes de la harina de soya que alteran la digestion y/o la
absorcion de nutrientes y consecuentemente el crecimiento. Krogdahl et al.
(2004) encontraron que la trucha arco iris mostré una mas alta digestibilidad
que el salmon del Atlantico y mucho mas pronunciada con dietas con altos

niveles de hidrato de carbono; ademas la digestibilidad fue afectada
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negativamente con el nivel de almidén en salmoén del Atlantico, pero fue

menos severa en la trucha arco iris.

3.4.2 Digestibilidad de los ingredientes

El CDA total o de la materia seca del lupino crudo con y sin cascara no
presentd diferencias entre las especies, aun cuando el CDA del lupino crudo
sin cascara fue numéricamente mas alto que el lupino crudo con cascara en
ambas especies (Tabla 10). En contraposiciéon Glencross et al. (2005),
encontraron que el nivel de procesamiento de las variedades de lupino y soya
tienen una significativa mejora en la mayoria de los parametros de la
digestibilidad, ellos encontraron que los mayores incrementos relativos de la
digestibilidad de la materia organica, energia y proteina fueron observados
entre las harinas sin cascaras y los concentrados de proteinas. Los resultados
del presente estudio concuerdan con los de Lee et al. (2002a) en juveniles de
Sebastes schlegeli “(Rockfish)” quienes encontraron que la digestibilidad de la
materia seca decrecia cuando el extracto libre de nitrdgeno aumentaba
variando desde 73 a 95% para productos animales y harina de gluten de maiz
y de 32 a 54% para harina de soya, algoddn, trigo y levadura de cerveza.
Encontrando ademas que la digestibilidad aparente de la energia de los
ingredientes seguia similar tendencia para diferencias en la digestibilidad de la

materia seca.

Varios autores han reportado que los peces carnivoros tienden a utilizar la
materia seca y la energia mejor en productos animales que en vegetales, la
digestibilidad de la materia seca y de la energia parece estar muy relacionada
con la cantidad y composicion quimica de los carbohidratos que ellos
contienen. Se ha descrito que los carbohidratos indigestibles (fibra y

oligosacaridos) pueden perturbar los procesos digestivos en salmoénidos
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(Storebakken et al., 2000 y Glencross et al. 2003b, 2005). En este sentido el
lupino no es la excepcion, aun cuando a diferencia de otras leguminosas no
posee almidon, tiene altos niveles de polisacaridos solubles e insolubles que
forman principalmente la estructura de la semilla, ademas los azucares libres
contenidos en la harina de semilla entera estan dominados por glucosa y
galactosa cada uno en alrededor de 30 a 40 g/kg de materia seca (Glencross,
2004).

De acuerdo a Allan y Booth (2004), el lupino descascarado mejora la
digestibilidad de todos los nutrientes, pero la extrusion no tiene efecto
significativo en la harina de lupino porque no contiene almidon o antinutrientes
termolabiles. Sin embargo en el presente estudio la digestibilidad de la materia
seca fue significativamente mejorada con el tratamiento con calor humedo
(LC15 y LC45) y calor seco (LM30a y LM30b) tanto en trucha arco iris como
en salmon del Atlantico y en ambas especies los valores fueron
significativamente mas altos que los obtenidos con el lupino sin tratamiento
térmico (crudo con y sin cascara). Como efectivamente el lupino no posee
almidén en su fraccién libre de nitrogeno (Van Barneveld, 1999; Glencross,
2004), se podria sugerir que muchos de estos polisacaridos solubles,
principalmente los hidrosolubles y otros antinutrientes, pudieron ser
arrastrados por el vapor de agua en el tratamiento con calor humedo, de
hecho el CDA de la materia seca mas alto se obtuvo con el tratamiento calor
hamedo (LC45) en salmon del Atlantico (Tabla 10). La comparacion individual
del CDA de la materia seca entre trucha arco iris y salmén del Atlantico
(Figura 2), revelan que el CDA en salmén del Atlantico fue numéricamente
mayor en todos los tratamientos, sin embargo diferencias estadisticas
significativas (P<0,05) solo se obtuvieron con los tratamientos LC15 y LC45

(Figura 2a).
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En ambas especies, los valores de CDA de las proteinas en el lupino con
cascara fueron significativamente menores a los valores del lupino crudo y a
los sometidos a los diferentes tratamientos térmicos. Estos resultados son
concordantes con los de Allan y Booth (2004) en perca plateada (Bidyanus
bidyanus) y los de Thiessen et al. (2003) en juveniles de trucha arco iris,
donde el descascarado de lupino y arvejas mejoraban considerablemente la
digestibilidad de la proteina. También Glencross et al. (2005) en trucha arco
iris encontraron que los mayores incrementos relativos de la digestibilidad de
la proteina fueron observados entre las harinas sin cascaras y los
concentrados de proteinas. En el presente estudio, el lupino crudo sin cascara
y sin tratamiento térmico (LC) no mostro diferencias significativas con los
tratamientos autoclavado (LC15 y LC45) y micronizado (LM30b y LM30a). De
acuerdo a Sgrensen et al. (2002), el calor moderado aplicado a alimentos o
ingredientes ricos en proteinas puede ser beneficioso para el valor nutricional
de las proteinas, el calor puede (por desnaturalizacion) hacer perder la
estructura cuaternaria, terciaria y secundaria de las proteina, mientras la
estructura primaria permanece intacta, estos cambios estructurales no afectan
la composicion de aminoacidos de la proteina pero si facilitan la utilizacion
digestiva de las mismas. Sin embargo, este no parece ser el caso de la
proteina en el lupino descascarado sometido a los distintos tratamientos
térmicos en el presente estudio, las digestibilidades mas altas se obtuvieron
en Salmo salar con los tratamientos (LM30b, LC45 y LC) (Tabla 10). Por otra
parte la comparacién individual del CDA de proteinas entre trucha arco iris y
salmén del Atlantico (Figura 2), revela que el salmén del Atlantico presenta
valores numéricamente superiores en todos los tratamientos, sin embargo
diferencias estadisticas significativas entre las especies (P<0,05) sélo se

obtuvieron con los tratamientos LC y LC45 (Figura 2b).
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Glencross et al. (2004a) encontraron que la digestibilidad de las proteinas de
lupino son generalmente uniformes entre ambas especies, solo la harina de
semilla entera tiene una digestibilidad significativamente mas alta en salmon
del Atlantico que en trucha arco iris y el concentrado proteico de soya una
digestibilidad mas baja. Glencross et al. (2003b) y van Barneveld, R.J., (1999),
han descrito que el lupino posee un importante grupo de oligosacaridos,
principalmente alfa galactésidos homdlogos de la sucrosa, su nivel en lupino
varia entre 70 a 120 g/Kg de MS, estos compuestos interfieren con la
digestiéon de otros nutrientes, alterando el equilibrio osmético y provocando
fermentacion aerébica de los azucares e incrementando la produccion de gas.
Los estudios de Glencross et al. (2003b) han demostrado que los
oligosacaridos contenidos el L. angustifolius tienen una negativa influencia en
el valor nutricional de su proteina cuando se alimenta trucha arco iris, sin
embargo el procesamiento de la harina de lupino mediante una extraccion
alcohodlica de los oligosacaridos mejoré su valor nutricional. Segun los
resultados del presente estudio pareciera que el nivel de oligosacaridos en la
harina de Lupinus albus sin cascara con o sin tratamiento térmico no
influencio la digestibilidad de las proteinas. Es mas, podemos observar en la
tabla 10 valores cercanos a 100 y sobre 100 para lupino crudo sin cascara en
trucha arco iris y salmon del Atlantico, aunque el tratamiento térmico por calor

humedo fue significativamente mejor que el tratamiento por micronizacion.

El andlisis del CDA del extracto etéreo (EE) del lupino sometido a diferentes
tratamientos no tiene explicaciones muy ldgicas, de hecho varios autores
(Glencross, et al. 2005 y 2004a, Bureau y Cho, 1999; Bureau et al. 1999) no
evaluan este parametros debido a que como los niveles del EE en la materia
prima son relativamente bajos se ven fuertemente influenciados por el nivel
del nutriente en la dieta de referencia, lo que da valores poco confiables, de
hecho en el presente estudio, los valores del CDA del EE del lupino crudo con

cascara fueron los mas altos tanto en trucha como salmon del Atlantico (Tabla
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10). Varios autores (Storebakken et al., 2000a; Refstie et al., 2000; Glencross
et al., 2003b, 2005) han mostrado que el nivel de carbohidratos soluble e
insolubles no solo afectan la digestibilidad de proteinas sino que también la de
los lipidos. De acuerdo a Thodesen y Storebakken (1998), la digestion y
absorcion de grasas y lipidos solubles son normalmente afectados por los
polisacaridos no almidén (PNA), esto ha sido mostrado en varios estudios con
monogastricos de sangre caliente. En el presente estudio, la comparacion
individual del CDA del EE entre trucha arco iris y salmén del Atlantico, revela
que el salmén del Atlantico exhibe valores estadisticamente iguales (P>0,05)
en todos los tratamientos, excepto en el lupino LC y LM30a donde el CDA del
EE es estadisticamente superior en Salmo salar (Figura 2c). Estos resultados

resultan poco claros y requieren mas investigacion.

El CDA del extracto no nitrogenado (carbohidratos) presento los valores mas
bajos con el lupino crudo (LC) en trucha arco iris y salmon del Atlantico, 52,6 y
54,9%, respectivamente; estos valores no se diferenciaron estadisticamente
(P<0,05), de los valores de CDA en trucha arco iris para el lupino autoclavado
(LC15 y LCA45) y con el valor del lupino crudo sin cascara. Estos resultados
evidencian que el tratamiento con calor humedo no provoc6é cambios en el
lupino, contrariamente a los resultados de Erfanullah and Jafri (1998) en carpa
comun encontraron que el calor de coccidén por vapor del maiz amarillo y la
patata mejord considerablemente los CDA de los carbohidratos. De alguna
manera los resultados del presente estudio son concordantes con los de Allan
y Booth (2004) en perca plateada, quienes encontraron que la extrusion
mejord significativamente la digestibilidad en arvejas, menos accién tuvo en
harina de soya, no tuvo ningun beneficio en lupino y fue perjudicial en harina
de canola. Como se describié anteriormente el lupino no posee almidon, este
ultimo compuesto puede ser convenientemente modificado a través del calor
humedo o seco, entregando un almidén gelatinizado o dextrinado,

respectivamente, estos almidones tienen una mas alta digestibilidad que los
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almidones nativos en monogastricos. Por otra parte los mayores valores de
CDA de carbohidratos en Salmo salar fueron alcanzado con el lupino
micronizado (LM30a y LM30b), autoclavado (LC15 y LC45) y curiosamente
con lupino crudo con cascara (LCC). Se acuerdo a Thodesen y Storebakken,
(1998), los polisacaridos no almidén (PNA) pueden ser solubles en soluciones
alcohdlicas suaves o en agua, ellos tienen varios componente que afectan la
viscosidad en el intestino y alteran la absorcion de los nutrientes. Como se dijo
anteriormente el lupino posee una importante concentracion de NPA, es
probable que el vapor aplicado en el tratamiento con calor humedo y la
micronizacion haya beneficiado la eliminacion de esto PNA, haciendo que la
digestibilidad del NFE en salmon del Atlantico haya mejorado. La comparacion
individual del CDA de los carbohidratos entre trucha arco iris y salmon del
Atlantico (Figura 2) para los distintos tratamientos aplicado al lupino, mostré
que el salmon del Atlantico exhibe valores numéricamente mayores en todos
ellos, sin embargo, los tratamientos estadisticamente significativos (P<0,05)
son los con lupino autoclavado (LC15 y LC45) (Figura 2d). Aun cuando ambas
especies responden en forma mas o menos similar para ingredientes con altos
niveles de PNA, el salmon del Atlantico tiene una mejor capacidad para una
completa digestion de la energia de los ingredientes ricos en proteina
(Glencross et al., 2004a).

El CDA de la energia en ambas especies presento los valores mas bajos con
la harina de lupino con cascara (70,1% en O. mykiss y 78,2% en S. salar) y
sin cascara (84,7% en O. mykiss), ambas sin tratamiento térmico. Es evidente
que la digestibilidad de los carbohidratos en peces es afectada por el tipo de
carbohidratos y el propio sistema digestivo del pez. Las especies carnivoras,
no estan enzimaticamente equipadas para digerir carbohidratos complejos,
como consecuencia la digestibilidad decrece con el incremento de la

complejidad estructural del carbohidrato. Allan et al. (2000), demostré que la
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reducciéon o remocion de los componentes hidrocarbonados de ingredientes
vegetales permiten incrementar la digestibilidad de la materia seca y la
energia en perca plateada (Bidyanus bidyanus). Del mismo modo Booth et al.
(2001) evaluaron la digestibilidad de harina de L. angustifolius con y sin
cascara, también en perca plateada, encontrando un mejoramiento en la
digestibilidad de la materia seca y de la energia para la harina descascarada.
En cuanto a carbohidratos, los lupinos se caracterizan por poseer una escasa
cantidad de almidon, altos niveles de polisacaridos insolubles (celulosa,
hemicelulosa y lignina en la cascara) y solubles (ej. B (1-4) galactano en los
cotiledones) PNA vy altos niveles de oligosacaridos rafinosa, todos los cuales
pueden afectar la utilizacion de la energia y la digestion de otros nutrientes en
la dieta (van Barneveld, 1999). De acuerdo a Glencross, et al. (2003b) la
fuerte correlacién entre el contenido de la proteina de la harina sin cascara y
la digestibilidad de su nitrogeno tiene un efecto directo en la energia
digestible. Notablemente, el contenido de la proteina de la harina sin cascara
tiene mas influencia sobre la digestibilidad de su energia que la digestibilidad
del nitrégeno. Esto esta probablemente relacionado con la gran contribucion
relativa que hace la proteina para el contenido de energia dietaria en relacién
al contenido de los carbohidratos en la harina de lupino. Por otro parte, los
resultados de este estudio son parcialmente concordantes con lo reportado
por Storebakken et al. (1998) en cuanto que el incremento dietario de
carbohidratos de 10 a 20% reduce el CDA de la material seca, energia y
grasas pero tiene un pequefio efecto sobre la digestibilidad de la proteina en
trucha arco iris. Esto ultimo no es coincidente con los resultados del presente
estudio dado que el lupino con cascara tiene un fuerte efecto en la
digestibilidad de las proteinas (Tabla 10), pues en este caso se trata de los
PNA insolubles presentes en la cascara y no de dextrinas o almidén como en

el caso de los resultados de Storebakken et al. (1998).
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En cuanto al efecto en la digestibilidad de la energia de la harina de lupino
sometida a los tratamientos con calor, los valores mas altos se obtuvieron con
S. salar para el lupino micronizado (LM30a y LM30b) y autoclavado (LC15 y
LC45), mientras que, en trucha arco iris con el lupino micronizado (LM30a y
LM30b) y lupino autoclavado LC15, variando todo el grupo entre 92,7 y 100%
sin diferencias estadisticas entre ellos. Cabe hacer notar que estos valores no
se diferenciaron estadisticamente del CDA de la energia del lupino sin
cascara sin tratamiento térmico en S. salar (91,7%). Allan & Booth (2004),
evaluaron la digestibilidad de arvejas, lupino, canola y soya en perca plateada
y encontraron marcadas diferencias en el efecto de la extrusion sobre arvejas
y lupino. La digestibilidad de ambas especies fue mejorada por el
descascarado; el CDA de la materia seca y la energia incremento entre 8 y
13% para ambos ingredientes, sin embargo, el calor aplicado a través de la
extrusion mejoro la digestibilidad de la materia seca, energia y proteina solo
en arvejas, mientras que con L. angustifolius sometida a extrusion encontraron
que el CDA de la materia seca se redujo un 6% y los CDAs de la energia y
proteinas se mantuvieron constantes en comparacion con el lupino crudo sin
extrudir. Coincidentemente, en el presente estudio se puede observar que el
calor aplicado al lupino no tuvo un efecto estadisticamente significativo en el
CDA de la energia, lo que puede ser explicado por la escasa cantidad de
almidén que posee el lupino, siendo sus carbohidratos predominantes son
PNA solubles e insolubles, y el calor seco o humedo aplicado a través de los
procesos de extrusion, micronizacibn o autoclavado tienen un efecto
significativo en el desdoblamiento de la molécula de almidon. Higuera et al.
(1988) especularon que la aplicacién de calor al lupino puede provocar un
incremento de la digestibilidad de galactanos e inducir a una acumulacion en
el higado, provocando una hipoglicemia y consecuentemente un deterioro de
la salud del pez. Sin embargo Allan & Booth (2004) estiman que en es

improbables que aumenten la digestibilidad de los galactanos dado que la
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digestibilidad de materia seca y la energia en el caso de lupino disminuye o se
mantiene constante después de la extrusion. Sin embargo, en el presente
estudio para el caso de ambas especies el calor muestra un efecto
numéricamente mayor en el CDA de la energia (estadisticamente no
significativo) que es coincidente con el incremento en el CDA de la materia
seca y el ENN, lo cual podria estar evidenciando que el calor estaria
provocando algun cambio estructural en la naturaleza de los carbohidratos del
lupino, no obstante es dificil aventurar si esta tendencia en el aumento de la
digestibilidad por efecto del calor sea positiva o negativa para la salud de los

peces en el largo plazo.

La comparacion individual del CDA de la energia entre trucha arco iris y
salmon del Atlantico (Figura 2) para los distintos tratamientos aplicado al
lupino, mostré que el salmon del Atlantico exhibe valores numeéricamente
mayores en casi todos ellos, sin embargo no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (Figura 2e). Glencross et
al. (2004a), compararon la digestibilidad de lupino y soya con diferentes
niveles de procesamiento en trucha arco iris y salméon del Atlantico; en
términos generales, ellos observaron que la digestibilidad de la energia fue
significativamente mejorada en ambos ingredientes cuando estos
incrementaban el nivel de proteinas. Encontrando también que la
digestibilidad especifica de la energia para harina de lupino, harina de soya y
concentrado proteico de soya fueron similares para trucha arco iris, sin
embargo, fueron notadas diferencias significativas entre las dos especies en
su habilidad para digerir la energia contenida en los ingredientes; coincidente
con los resultados del presente estudio, los valores de digestibilidad de la
energia para el rango de productos examinados por Glencross et al. (2004a)
fueron generalmente mas altos en salmon del Atlantico que en trucha arco iris

y en relacion directa con el incremento de la proteina del ingrediente. De
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acuerdo al propio autor, podria ser discutido que los PNA limitan la digestion
de la energia en salmon del Atlantico mas que en trucha arco iris, visto por la
mayor respuesta en la digestibilidad de la energia en ausencia de PNA. En
otras palabras se podria sugerir que trucha arco iris son especies mas
sensitivas en la evaluacion de calidad de ingredientes por digestibilidad
basado en la observacion que ellas no responden tan bien a la reduccion en

PNA con incremento en proteina como lo hace el salmén del Atlantico.

Los resultados obtenidos en la digestibilidad del fésforo resultan un tanto
erraticos y dificiles de explicar alguna tendencia en cuanto al efecto propio de
la especie o de los tratamientos de calor aplicado al lupino. Glencross et al.
(2004a) encontraron una clara diferencia en la capacidad de las dos especies
para digerir el fésforo de diferentes ingredientes proteicos vegetales, ellos
encontraron que para la mayoria de los ingredientes evaluados la
digestibilidad del fosforo por la trucha fue considerablemente mayor que la
observada en salmén del atlantico, aunque no tienen explicacion para estas
diferencias. Contrario con esos resultados, en el presente estudio la
comparacion individual del CDA del fosforo entre trucha arco iris y salmon del
Atlantico (Figura 2), mostro valores estadisticamente mayores en el salmon
del Atlantico para el lupino LCC, LC, LC15 y LC45, mientras que el lupino
LM30b y LM30a presentaron valores de CDA del fosforo iguales entre las
especies. Por otro lado, varios resultados de digestibilidad de fésforo del
presente estudio son estimados con valores superiores a 100%. Para
Glencross et al. (2004a y 2005), quienes en ambos trabajos estimaron
también valores de digestibilidad para el fésforo superiores a 100% en lupino
sometido a diferentes tratamientos, explican que este efecto es debido al bajo
contenido de fésforo del ingrediente testado, esforzando al pez adicionalmente
a derivar fosforo desde los componentes de la dieta de referencia en la dieta

test. El resultado de este incremento de digestién del fésforo desde cada uno
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de los componentes de dieta test hace que el efecto del calculo sobre la
digestibilidad de los productos sea mas grande que 100%. Hua y Bureau
(2006), advierten que la digestibilidad del fosforo probablemente no es una
simple funcion del nivel de fésforo dietario, las caracteristicas quimicas de los
diferentes tipos de compuestos fosfatados pueden resultar en diferencias en la
dinamica que envuelve la digestion y absorcion del fésforo en el tracto
digestivo, lo cual puede afectar enormemente la digestibilidad dietética del
fésforo. Para el presente estudio los valores en si mismo aparecen
contradictorios, por ejemplo el CDA del fésforo para el LCC (lupino crudo con
cascara) en trucha arrojé6 un valor de 19,23% mientras que el mismo
ingrediente en salmon del Atlantico sobrepaso el 119%, la variacion de estos
resultados parece mejor explicada por las concentraciones del nutriente en las
propias materias primas, cuando estas son muy pequefias, como en el caso
del fosforo del orden del 4,9 g/Kg promedio (independiente del tratamiento
aplicado) en la materia prima, cualquier variacion, incluso del orden de las
décimas en la concentracion de las heces pueden generar valores superiores
a 100% vy en algunos casos valores negativos. En el presente estudio cuando
se evalud el LCC la concentracion promedio de fésforo en las heces de la
trucha arco iris fue 1,48% mientras que el salmoén del Atlantico fue en
promedio 1,24%, en este caso una diferencia de una décima equivale a 4,16
puntos porcentuales lo que genera resultados de CDA del fésforo tan disimiles
como los mostrados anteriormente. Por tal motivo pareciera no recomendable
utilizar este método de valoracion de la digestibilidad cuando las

concentraciones de nutrientes en las materias primas son muy bajas.
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INCORPORACION DIETARIA DE GRANO ENTERO DE LUPINO
BLANCO (Lupinus albus) EN DIETAS EXTRUIDAS PARA TRUCHA
ARCOIRIS (Oncorhynchus mykiss): EFECTOS SOBRE LOS INDICES
PRODUCTIVOS, LA UTILIZACION DIGESTIVA Y LA COMPOSICION DE
ACIDOS GRASOS EN EL MUSCULO.

41 INTRODUCCION

En Chile al igual que en otros paises productores de peces carnivoros a
través de la acuicultura, los costos por concepto de alimento representan
entre el 40 y 60% de los costos operacionales del cultivo (Hardy, 2006).
Como es sabido, la harina de pescado ha sido la principal materia prima de
origen proteico para la fabricacibn de los alimentos comerciales de
salmonidos y otros peces carnivoros (Hardy, 1988; Hasan, 2001). En la
actualidad, este insumo finito es bastante escaso y la alta demanda ha
elevado sus precios considerablemente (IFFO, 2006). Por otro lado, su
disponibilidad mundial a alcanzado niveles de produccién estaticos
(SOFIA, 2006), lo cual se ve agravado ciclicamente por el fendmeno del
Nifio (Cubillos et al., 2002).

La eventual escasez a mediano plazo de la harina de pescado, genera
nuevos desafios a las empresas del rubro y a las instituciones cientificas y
tecnoldgicas chilenas, que ya ha comenzado a trabajar en la busqueda de
materias primas alternativas a la harina de pescado (Visién acuicola 2006,
2007).

Las materias primas de origen vegetal se constituyen como una de las
principales fuentes de proteina alternativa en las dietas para peces. La
competitividad de las harinas vegetales, frente a las harinas de pescado,
se debe a su mayor produccion, la cual no se encuentra limitada por la

productividad natural del medio. Ademas, muchas de ellas son

110



Capitulo IV, Evaluacion de dietas con bajo niveles de lupino

subproductos agroindustriales y por consiguiente, los precios pueden llegar

a ser muy competitivos (Tacon, 1994; De la Higuera, 1998; Hardy, 2006).

Entre las harinas de origen vegetal, las leguminosas de grano, han sido
intensamente probadas a nivel mundial como reemplazo de la harina de
pescado en dietas para peces (Allan, 1997; Glencross, 2002; Lee et al.,
2002; Glencross et al. 2004, 2007).

En Chile, un ingrediente potencial para ser usado en reemplazo de la
harina de pescado es la harina de lupino. El cultivo del lupino ocupa un
lugar secundario en la agricultura en chilena, a pesar de que las
condiciones que ostenta la regién sur del pais son favorables para el
desarrollo de su cultivo, este no se ha masificado. Chile produce lupino
amargo y dulce (bajos niveles de alcaloides), el primero es exportado a
Europa para la produccidon de “snack”, mientras que le segundo es usado
principalmente en alimentacion animal, principalmente por la industria
avicola y bovina. Por otro lado, mas alla de las industrias que hoy
consumen la mayor parte del lupino, existe un gran potencial en la industria
de alimentos para salmoénidos, y facilmente podria competir con la soya y
sus derivados, ademas facilitaria su trazabilidad al ser una materia prima
de origen local. Es asi como durante el ano 2007, del 1.100.000 toneladas
producidas de alimento para salmonidos, se estima que un 0,7% podria
corresponder a lupino dulce descascarado proveniente de la agricultura

nacional.

El reemplazo de la harina de pescado por harina de lupino en dietas para
las distintas especies de salmoénidos ha sido reportado con resultados
satisfactorios, en cuanto a crecimiento y digestibilidad, por diversos autores
(De la Higuera, 1988; Moyano et al., 1992; Burel et al., 1998; Carter y
Hauler, 2000; Carter y Farhangi, 2001; Bérquez y Alarcén, 2002).
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No obstante, la posibilidad de utilizar las diferentes materias primas de
origen vegetal debe responder a los requerimientos nutricionales de la
especie y la inocuidad del producto final para consumo humano (Guillaume
and Metailler, 1999), siendo el contenido de aminoacidos y acidos grasos,
factores determinantes al evaluar una potencial inclusion en el alimento.
Asi, por ejemplo, la utilizacion de bajas inclusiones de materias primas
vegetales en la dieta, no manifiestan efectos inmediatos sobre los indices
productivos y digestibilidad (Glencross et al., 2004a), sin embargo, pueden
afectar fisiolégicamente al pez al modificar la composicion de acidos

grasos del alimento (Storebakken et al., 2000).

El presente estudio, evalua el efecto sobre los parametros productivos, la
utilizacién digestiva, la composicion de los acidos grasos en el musculo y
la histologia al incluir grano de lupino entero en bajos niveles (10, 15 y

20%) en dietas extruidas para trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).

4.2 MATERIAL Y METODOS

4.2.1 Dietas

Fueron evaluadas 4 dietas extruidas, una dieta control (LO) y tres dietas
con inclusion de 10, 15 y 20% de lupino entero (L10, L15 y L20), todas
fabricadas en la planta de Biomar Chile (Rancagua) . Las formulaciones se
realizaron mediante el software FORMAT, considerando requerimientos
nutricionales como los niveles minimos de aminoacidos, y restricciones de
fabricacion tal como minimo porcentaje de almidon extruible y minimo
porcentaje de humedad. La formulacion y composicion proximal de las
dietas se muestra en la Tabla 1, mientras que la Tablas 2 y 3 muestran el

perfil de acidos grasos y aminoacidos de las mismas.
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Tabla 1. Formulacién y composicion de las dietas experimentales

Dietas experimentales

LO L10 L15 L20
Ingredientes (%)
Harina de pescado® 46,7 42,6 40,6 38,0
Aceite de pescado® 15,0 14,2 14,1 14,0
Semilla entera de Iupinob 0.0 10,0 15,0 20,0
Harina de trigo® 22,6 16,2 13,3 13,3
Gluten de maiz® 8,0 8,0 8,0 8,0
Harina hidrolizada de pluma® 7,0 7,0 7,0 7,0
Premix Biomar 0,7 0,7 0,7 0,7
Composicion Proximal Teoérica (%)f
Materia seca 90,9 90,9 91,1 93,0
Proteina bruta 45,0 45,0 45,0 45,0
Lipidos totales 20,0 20,0 20,0 20,0
Lisina 2,7 2,6 2,6 2,6
Metionina 1,0 1,0 1,0 0,9
Met + Cist 1,8 1,7 1,7 1,7
Energia bruta (Kj/Kg) 21,7 21,7 21,7 22,0
Composicion Proximal Analitica (%)f
Materia seca 90,7 92,7 92,0 90,5
Proteina bruta 451 47,0 46,4 45,4
Lipidos totales 23,3 23,2 21,8 23,5
Ceniza 7,7 8,1 7,6 7.4
Fibra bruta 1,1 1,4 2,4 3,5
Extracto libre de nitrégeno 22,9 20,3 21,7 20,2
Energia bruta (Kj/Kg) 23,8 23,8 23,3 23,5

®Aceite de pescado y Harina de pescado chilena, Super Prime, secada por vapor (Exapesca S.A., Talcahuano,
Chile): 68% de proteina cruda y 12% lipido crudo. Lupino blanco (Lupinus albus) var. Hamburg (Sel Chile S.A.
Temuco, Chile): 37,3% proteina cruda, 7,4% lipido crudo y alcaloides totales 0,012%. “Graneles Chile S.A.
Santiago, Chile: 10% proteina cruda, 1% fibra. dSubproducto de la industria de almidon y produccién de aceite
de maiz (Graneles Chile S.A. Santiago, Chile): 60% proteina cruda y 3% lipido crudo. ®Subproducto de la
industria de pollos (Terramar Chile S.A., Santiago, Chile): 82% proteina cruda y 6% de lipido crudo. "Los datos
son expresados en base seca.

4.2.2. Estudio de Crecimiento

El bioensayo de crecimiento se llevé a cabo en la estacion experimental
piscicultura Los Laureles; perteneciente a la Escuela de Acuicultura de la
Universidad Catdlica de Temuco (Temuco, Chile). Se utilizaron juveniles de
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), de un peso promedio inicial de 65,9
t+ 15,11g. Durante los 10 dias previos al experimento los peces fueron
mantenidos en un estanque de 2m® para ser aclimatados a sus nuevas

condiciones de cautiverio. En este periodo fueron alimentados con la dieta
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control, la misma que fue utilizada posteriormente en el experimento. Antes
de ser distribuidos en los estanques de crecimiento, los peces fueron
sometidos a un ayuno de 48 h para ser pesados y medidos. La prueba de

crecimiento tuvo una duracion de 14 semanas.

Los peces se distribuyeron al azar (46 individuos por estanque) a una
densidad promedio de 10,7kg/m>, en 12 estanques circulares de fibra de
vidrio de 300 litros, después de 8 semanas los peces fueron traspasados a
12 estanques también de fibra de vidrio de 500 Lts. (descritos en la

metodologia general de esta tesis).

El abastecimiento de agua a cada estanque se realiz6 por gravedad con
una tasa de cambio de 1,5/hora. La temperatura promedio del agua
durante todo el periodo de experimentacion fue de 13,5 = 2,8°C y el
oxigeno disuelto promedio de 9,7 + 0,2 ml/l. Las condiciones de manejo,
incluido el sistema de alimentacién son descritas en la metodologia general

de esta tesis.

Antes de comenzar con el experimento de crecimiento se muestrearon al
azar 15 peces para los analisis de acidos grasos, composicion corporal e
histologia. Al finalizar el experimento, se colectaron al azar 5 peces por
replica, los cuales fueron eutanasiados con benzocaina (BZ-20,
Laboratorios Veterquimica, Santiago, Chile). Se registr6 peso del pez
completo y peso del higado, luego muestras de carcasa (pez entero) y
musculo dorsal se trituraron y homogenizaron separadamente, siendo
congeladas para posterior analisis de composicion proximal y perfil de

acidos grasos totales, respectivamente.
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Tabla 2. Composicién de acidos grasos de las dietas experimentales (g/100g de acidos
grasos detectados).

Experimental diets

Control L10 L15 L20

% Total lipid 21,18 £ 0,88 21,52 0,86 20,09 + 0,57 21,27 +0,39
Acidos grasos

14:0 8,04 +0.24 8,49+ 2,16 6,78 + 1,65 6,49 + 0,26

15:0 0,90 + 0.02 0,91+0,17 0,72+0.20 0,66 + 0,01

16:0 20,80 + 0,09 21,70 £ 2,70 19,24 1,63 19,40 + 0,04
17:0 0,97 + 0,04 0,96 + 0,01 1,06 £0.17 0,93 +0,03

18:0 4,21+0,08 4,17 + 0,16 4,20 + 0,01 4,24 + 0,07

21:0 2,58+ 0,10 2,40 + 0,21 2,42 + 0,02 2,30 + 0,01

23:0 0,73+ 0,04 0,39+ 0,55 0,70 0,01 0,64 + 0,01

Total SAFA 38,30 + 0,17 39,36 + 4,07 35,82 + 3,46 35,09 +0,28
16:1 6,47 + 0,04 6,45 + 0,64 5,61+ 0,30 5,57 + 0,05

17:1 1,04 £0,07 1,09 £ 0,14 1,00 £ 0.00 1,04 £ 0,00

18:1n9t 12,47 £ 0,05 12,85 +0,44 14,56 + 0,36 15,33 £ 0,07
18:1n9¢c 2,77 + 0,00 2.71+0.08 2.80+0.12 2.82+0.03

20:1n9 1,46 £ 0,05 1,41£0,22 1,49 £ 0,20 1,49 £ 0,01

24:1n9 0,48 + 0,00 0,42 + 0,01 0,45 + 0,02 0,45+ 0,05
Total MUFA 24,85 + 0,03 25,00 + 0,06 26,16 + 0,26 26,94 0,11
18:2n6t 1,60 £ 0,02 1,65 £ 0,25 1,47 £ 0,08 1,46 + 0,02
18:2n6c 5,90 + 0,12 6,19 + 0,35 6,39 + 0,00 6,76 + 0,07
18:3n3 1,27 £ 0,06 1,36 £ 0,01 1,58 + 0,06 1,65 £ 0,01

18:3n6 0,40 + 0,01 0,37 +0,00 0,44 0,02 0,42 0,03
20:3n6 0,50 + 0,04 0,44 + 0,06 0,42 +0,05 0,42 0,05
20:4n6 1,24 +0,02 1,23 £ 0,06 1,31+ 0,05 1,33 £0,04
20:5n3 11,63 £ 0,09 10,77 £1,75 11,48 £ 0,93 10,91 + 0,06
22:6n3 14,07 £ 0,44 13,50 + 2,69 14,67 + 2,30 14,34 0,03
Total PUFA 36,86 + 0,20 35,64 4,13 38,03 £ 3,20 37,96 £0,17
yn-3' 26,97 + 0,29 25,64 + 4,43 27,73 £ 3,29 27,30 + 0,05
sn-6' 9,89 + 0,09 10,00 + 0,30 10,33 £0,10 10,66 + 0,12
yn-3'/3n-6 2,73 +0,06 2,57 + 0,52 2,69 + 0,34 2,56 + 0,02
¥n-3 HUFA 25,69 + 0,35 24,28 + 4,44 26,15 + 3,23 25,64 + 0,04
18:1n9%/DHA 1,08 £ 0,04 1,17 £0,20 1,20 £0,15 1,27 £ 0,01

Cada valor es el promedio * su desviacion estandar (n=6).
" Incluidos los acidos elaidico y oleico.
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Tabla 3. Perfil de aminoacidos de las dietas experimentales.

Dietas experimentales

L00 L10 L15 L20
Aminoacidos
A. Aspartico 3,73 3,55 3,67 3,61
A. Glutamico 6,52 6,44 6,32 5,93
Hidroxiprolina 0,28 0,16 0,19 0,17
Serina 1,93 2,55 2,85 3,30
Glicina 2,44 2,46 2,49 2,62
Histidina 1,38 1,00 1,29 1,05
Arginina 2,68 2,73 2,70 2,75
Treonina 1,76 1,75 1,76 1,98
Alanina 2,70 2,55 2,50 2,40
Prolina 2,41 2,90 2,94 3,18
Tirosina 1,66 1,65 1,63 1,51
Valina 2,17 2,34 2,24 2,17
Metionina 1,31 1,15 0,98 0,87
Isoleucina 1,94 1,93 1,82 1,69
Leucina 3,83 3,93 3,83 3,65
Fenilalanina 2,00 2,08 2,05 2,07
Lisina 2,85 2,43 2,68 2,29

Los datos se expresan en g/100g de dieta en peso hiumedo.

4.2.3 Estudio de coeficientes de digestibilidad aparente (CDA)

Los coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) de las dietas se
determinaron mediante un método de cuantificacion indirecto con de Cr20s.
En capitulo Il, metodologia general, se describe detalladamente los
estanques y las técnicas utilizada para esta evaluacion. Se utilizaron 65
peces por cada estanque, la alimentacion fue ad libitum una vez al dia. Las
heces eran recolectadas diariamente de cada estanque y congeladas para
su posterior analisis. La digestibilidad de cada dieta fue evaluada en

triplicado.
4.2.4 Mediciones zootécnicas
Después de 102 dias de alimentacion, en los cuatro tratamientos se evalud

sobrevivencia, crecimiento (SGR, TGC, % ganancia en peso), tasa y

eficiencia de conversion (FCR y EF). También se evaluo la eficiencia de la
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proteina a través de la razén de eficiencia proteica (PER) y el valor
productivo de la proteina (PPV). Para medir el efecto de las dietas sobre la
condicion fisiologica del pez se evalud el indice de condicidon y el indice
hepatosomatico (HSI). La metodologia de muestreo mensual y las
ecuaciones utilizadas para calcular todos los parametros e indices
descritos anteriormente son entregadas en el capitulo Il (metodologia

general).
4.2.5 Analisis quimicos

La composicidn proximal (proteina, extracto etéreo, fibra, cenizas y
humedad) de las dietas experimentales, heces y carcasa fueron
determinados de acuerdo a los métodos descritos por la AOAC (1998), los
resultados son calculados en base seca, excepto el analisis de la carcasa
que se entrega en base humeda. El extracto no nitrogenado fue calculado
por diferencia. El aporte de energia dietario fue estimado asumiendo un
contenido energético de 23,6, 37,7 y 16,7kJ g, para las proteinas, lipidos

y carbohidratos, respectivamente.

Los lipidos totales fueron extraidos desde las muestras de musculo y de
alimento mediante el método de Folch et al., (1957). Los acidos grasos,
como esteres metilicos fueron separados y cuantificados en un
cromatografo de gases Hewlett Packard modelo HP6890 GC System. El
perfil de aminoacidos de las dietas fue realizado en los laboratorios de
Fundacién Chile (Talcahuano-Chile). Detalles de la metodologia analitica

pueden ser encontrados en el capitulo I, metodologia general.

4.2.6 Analisis histologicos

Muestras de higado fueron fijadas en Bouin alcohdlico, deshidratadas en

etanol e incluidas en parafina. Las secciones cortadas (4-6um) fueron
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tefidas utilizando los métodos de hematoxilina y eosina, para luego ser

observadas al microscopio.

4.2.7 Analisis estadisticos

Los resultados fueron analizados utilizando el sottware Statistica version
5.0). La diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos dietéticos
fue determinado por un analisis de varianza (ANOVA). Las diferencias
entre medias se compararon mediante el test de Tukey. Detalles del

analisis estadistico se describen en el capitulo I

43 RESULTADOS

4.3.1 Crecimiento y rendimientos productivos

Durante las 12 semanas de experimentacion, todas las dietas
experimentales fueron bien aceptadas por los peces. La sobrevivencia fue

cercana al 95% para todos los tratamientos.

La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos por los diversos indices vy
parametros productivos estudiados. El uso del lupino en dietas extruidas,
independiente de su nivel de incorporacidén (10%, 15% y 20%), presenta
una respuesta similar de crecimiento a la obtenida por la dieta control. El
peso medio final para las dietas se distribuy6 entre los 236g (Dieta Control)
a 260g (Dieta L20), no evidenciandose diferencias significativas (P>0.05).

El crecimiento de los peces expresado en términos de porcentaje de
incremento en peso, no presentd diferencias estadisticas, los valores
alcanzados fueron mayores al 258%. De igual modo, cuando se
compararon los incrementos en biomasa no se encontraron diferencias
entre los peces alimentados con las dietas experimentales y el control. En
cuanto al consumo diario de alimento, no se observaron diferencias,

mostrando valores muy homogéneos para todas las dietas. El factor de
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conversion (FC) fue similar para todos los tratamientos, encontrandose
valores medios de 1,0 para las dietas LOO, L10 y L20 y de 1,16 para la
dieta L15. La eficiencia del factor de conversién (EF), presenta valores que
oscilan entre 86,54% y 99,62%, siendo la dieta L-15 la de menor eficiencia
de conversidon como respuesta al mayor FCR presente entre las dietas, sin
embargo no presentan diferencias significativas (P>0,05) con los demas

tratamientos.

Tabla 4. Crecimiento y rendimientos productivos en trucha arco iris alimentadas con las
diferentes dietas experimentales.

Dietas Experimentales

Parametro L00 L10 L15 L20

Peso Inicial (g) 63,0+1,9 61,2+27 62,97 + 1,6 774+128
Peso Final (g) 236,1+3,0 251,3+ 10,2 2428+ 18,5 260,8 + 23,3
% Incremento en Peso 2747 £ 3,6 310,6 £5,7 2853 +214 240,3£29,3
Biomasa Inicial (g) 2.919,2+ 36,4 2.874,0 + 64,6 2.875,8 + 64,1 3.446,3+ 490,4
Biomasa Final (g) 10.229 £ 93,9 10.807 £ 1022,9 10.086,7 + 188,6 10.939 + 757,1

Incremento en Biomasa (g)

7.762,9 £131,2

8.440,5 + 576,1

7621,78 £ 297,2

7.865,1 £292,1

Consumo alimento (g/dia) 81,3 = 8,0 83,0+4,1 86,5+5,7 78,4+ 1,0
FCR 1,1+0,12 1,0£0,0 1,2+0,0 1,00,0
FE (%) 94,3+ 10,5 99,6 +2,8 86,5+ 2,7 98,4 +28
S.G.R. (%) 1,5+0,0® 1,6 £0,1° 1,5+0,0% 1,4+0,1°
T.G.C. 0,16 + 0,00% 0,17 +0,01° 0,16 £0,01%° 0,15+ 0,00"
PER. 2,09 + 0,23 2,12+ 0,06 1,86 + 0,06 2,17 40,1
P.P.V (%) 25,7 +24%° 29,6 £ 2,4° 20,5 +1,2° 23,6 +0,4>

Los valores son el promedio con una desviacion estandar de tres replicas.
Valores con exponentes diferentes dentro de cada fila denotan diferencias significativas (P<0.05).

Al término del experimento la tasa de crecimiento especifica (SGR) y el
factor de crecimiento termal (T. G. C) mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos. Para ambos parametros la dieta L10 fue la que
mostro los mas altos indices, mientras que la dieta L20 los mas bajos, con
diferencias altamente (P<0,05) significativa entre ellas. No obstante lo
anterior, la dieta L10 no se diferenci6é de las dietas LOO y L15, del mismo

modo la dieta L20 no se diferencié de L15 y LOO.
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La razén de eficiencia proteica (PER) varié 1,9% (Dieta L15) y 2,2% (Dieta
L20), sin embargo no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (P>0,05). Mientras que con el valor productivo de la proteina
(PPV), el valor mas bajo se obtuvo con la dieta L15 y el valor mas alto con
la dieta L10, con diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos.

4.3.2 Composicion corporal de los peces

La composiciéon corporal e indices hepatosomaticos (HSI) iniciales y finales
de los peces utilizados en el presente experimento son mostrados en la
Tabla 5. En general, la inclusion de la harina de lupino en la dieta, no
afectd en forma significativa la composicién proximal de los peces
(P>0,05). No obstante, al finalizar la experimentacién, todos los
tratamientos presentan una disminucién en el contenido de materia seca y
cenizas (P<0,05), respecto a la composicién corporal inicial, producto de

un aumento en el contenido de agua durante este periodo.

Los HSI no difirieron entre los peces alimentados con las distintas dietas,
todos los valores entorno a 1,0 sin embargo, estos valores son
significativamente menores (P<0,05) en relacién a los tomados al iniciar el

experimento.

Tabla 5. Composicion corporal e indices hepatosomaticos de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) alimentados con diferentes dietas experimentales.

Composicion Dietas experimentales
Inicial

Proximal (%) L00 L10 L15 L20
Materia seca 28,29° 2377+0.92%°  2537+065°  2127+1.72°  23.98+0.98%
Proteina’ 18,882 13.34+0.81%°  14.96 + 1.58° 11.40 £0.37°  13.09+0.71°°
Lipidos’ 5,99 8.66+£0.98%° 1027137 1059+ 1.26 7.90 £ 0.29°
Cenizas’ 2,667 1.63 % 0.35° 2.07 £+0.11%® 141 +027° 1.99 +0.18%°
IHS 1.9+0.32° 1.1+0.27° 1.0 £0.18 1.1£0.12° 1.1+0.23

Cada valor es el promedio * su desviacién estandar (n = 3).
@2 yalores en una misma fila con distinto superindice son significativamente diferentes (P<0,05).
' Los datos son entregados en base humeda.

120



Capitulo 1V, Evaluacién de dietas con bajo niveles de lupino

4.3.3 Estudio histolégico

La histologia de los higados de aquellos peces que habian sido
alimentados con las dietas que incluian harina de lupino entera, fueron
similares a la dieta control LOO (Figura 1b, 1c, 1d y 1e). Al comparar la
estructura de los hepatocitos de los peces iniciales (Figura 1a) con la de
los peces al final del ensayo se puede observar en todos los tratamientos

se presentan alteraciones por la infiltracion grasa de los hepatocitos.

Figura 1a. Tejido hepatico de los peces previos a la aplicacion de los tratamientos.
Aumento 40X (muestra inicial).
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Figura 1b. Tejido hepatico de los peces alimentados con la dieta LO0. Aumento 40X.

Figura 1c. Tejido hepatico de los peces alimentados con la dieta L10. Aumento 40X.
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Figura 1d. Tejido hepatico de los peces alimentados con la dieta L15. Aumento 40X.

Figura 1e. Tejido hepatico de los peces alimentados con la dieta L20. Aumento 40X.
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4.3.4. Coeficiente de digestibilidad aparente de las dietas

Los coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) para las dietas evaluadas
no mostraron diferencias significativas (P>0,05) entre ellas (Tabla 6). Los
valores de CDA obtenidos para materia seca oscilaron entre 83.90% (L10)
y 86.46% (L20). Los mayores CDA corresponden a los lipidos, seguidos
por proteina. Mientras que los menores coeficientes fueron obtenidos por

los carbohidratos.

Tabla 6. Coeficiente de digestibilidad aparente y energia digestible para las dietas
experimentales.

Nutrientes L00 L10 L15 L20

Materia seca 84,80+1,83 83,90+0,96 86,88+1,77 86,46+1,38
Proteina 92,77+0,65 92,23+0,36 94,32+0,74 94,35+0,71
Lipidos 98,93+0,33 95,28+0,33 97,29+0,38 98,36+0,32
Carbohidratos 75,70+3,07 70,06+0,02 76,91+2,50 78,83+0,37
Energia Digestible (Mj/Kg) 22,66+0,24 22,51+0,08 22,74+0,02 22,12+0,12

% Promedio + Desv. Estandar (n=3)

4.3.5 Composicion de acidos grasos en el musculo.

El perfil de acidos grasos de musculo de trucha arco iris; al inicio y al final
del ensayo se muestra en la tabla 7. La incorporacion de la harina de
lupino entera en las dietas, muestra una tendencia a la disminucion de los
acidos grasos saturados totales (SAFA) en la dieta mientras aumenta el
nivel de incorporacion de lupino (Figura 2), tendencia que se observa mas
marcada en los SAFA del musculo, la mayor diferencia porcentual entre el
nivel de la dieta y el musculo se obtuvo en el tratamiento LOO (5,7%). Sin
embrago no se encontraron diferencias significativas (P>0,05) entre el nivel
de SAFA del musculo para los distintos tratamientos, ni con el nivel de
inicial de SAFA del musculo previo al ensayo. En este grupo, el acido graso
mas abundante es el acido palmitico (16:0), el que presenta una tendencia
a disminuir su contenido, conforme aumenta el nivel de lupino dietario, sin

embargo, en ningun caso este aumento es significativo (P>0,05).
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Tabla 7. Perfil de acidos grasos presentes en el musculo de trucha arco iris alimentado
con las diferentes dietas experimentales (g/100g acidos grasos detectados). Lipidos
totales expresados en peso humedo.

Inicial L0O L10 L15 L20
% Lipidos totales 1,30+0,36° 225+185° 4,34+078" 466+2,08 534+4,07
Acidos Grasos Saturados
12:0 A. Laurico 0,00 +0,00° 0,10+0,17° 0,05+0,09° 0,04 +0,09° 0,06 +0,08°
14:0 A. Miristico 3,03+0,62° 589+042° 641+055° 570+049° 543+0,59°
15:0 A. Pentadecanoico 0,00 £0,00° 0,61£0,24> 054+032° 0,61£0,06° 0,60 +0,08"
16:0 A. Palmitico 28,24 +500° 2813+297% 2564+1,19% 22,88+0,99% 21,78+ 229"
17:0 A. Heptadecanoico 0,00+0,00° 0,69%0,10° 0,84+031° 075+044° 0,58+0,14°
18:0 A. Estearico 7,06 £0,91% 6,41+£143° 498+053° 4,68+0,28° 4,47+0,65
20:0 A. Araquidico 0,00+0,00° 024%0,12° 0,32+004° 0,27+0,15° 0,33+0,08"
21:0 A. Henicosanoico 0,67+0,15%  0,89+0,09° 1,00£005° 1,21£011° 1,25+0,13"
22:0 A. Behénico 0,00 0,000 0,38+0,17°° 0,23+0,12°®° 0,11+0,12°° 0,15+0,12°
23:0 A. Tricosanoico 0,00 £0,00° 067+020° 082005 089+0710° 0,95+0,10°
24:0 A. Lignocérico 0,00+0,00° 0,00+0,00° 005+012° 0,18+0,16° 0,00 0,00
Total de SAFAs 39,01 £6,68° 44,00 +4,67° 3891%2,09° 37,31+1,09° 3560%2,70°
Acidos Grasos
Monoinsaturados
14:1 A. Miristoléico 0,00 +0,00° 0,25+0,24° 0,24+030° 0,05+0,12° 0,00 £ 0,00
15:1 A. Pentadecenoico 0,00 +0,00° 0,00+0,00° 0,17+022° 0,11+0,15° 0,02 £ 0,05
16:1 A. Palmitoléico 3,62+0,33% 594+064° 619+0,36° 6,71+047° 6,33+0,68
17:1 A. Heptadecenoico 0,00+ 0,00° 0,80+0,06° 0,84+005° 093+008° 0,840,715
18:1n9t A. Elaidico 14,12 £0,44% 17,06 £0,78° 16,95+ 1,14> 19,25+ 1,14°° 19,02 + 1,02°
18:1n9c A. Oléico 2,83+052° 2,81+0,11° 2,88+0,08 299+0,07° 3,19 +0,14%
20:1n9 A. Eicosenoico 0,89+0,19° 1,33+0,68° 1,55+0,17° 1,34+0,67° 1,85+0,21%
22:1n9 A. Erdcico 0,00 +0,00°  0,00+0,00° 0,02+0,05  000+0,00° 0,32+0,49°
24:1n9 A. Nervénico 0,00 £0,00° 0,40 £0,06° 0,36£021° 0,37£017° 0,23 +0,24°
Total de MUFAs 21,45+0,217 28,50+1,64° 29,20+1,50° 31,74+1,83" 32,60%2,11°
Acidos Grasos Poliinsaturados
18:2n6t A. Linolélaidico 0,00 £0,008 0,80+0,08° 0,86+0,08> 073+043"° 0,95+0,17
18:2n6¢ A. Linoléico 6,65+0,11% 354026 342+018° 385+0,21°° 4,10 +0,26°
18:3n3 A. Linolénico 1,00+0,01® 091+044® 085+0,04° 1,19+023° 1,19+0,10°
18:3n6 A. g-linolénico 0,00+0,00° 040+0,22"° 0,23+012° 0,13£0,15° 0,16 + 0,06
20:2 A. Eicosadienoico 0,63+021% 063+0,13° 0,6320,16® 0,45+0,16° 0,36 +0,07%°
20:3n3 A. Eicosatrienoico 0,00 +0,00° 0,20+0,31° 0,08+0,18 0,06+0,10° 0,07 +0,08°
20:3n6 A. Homo-y-Linolénico 0,00+0,00° 0,31+0,26®° 048+0,26° 0,35%0,20"° 0,37 +0,22%
20:4n6 A. Araquidénico 2,17+0,93* 1,05+0,06° 0,86+038° 112+0,18° 0,82+0,35°
20:5n3 A. Eicosapentaenoico 6,73 +0,04° 6,08+1,01° 668+043% 746+028° 7,46+0,57°
22:2 Acido Docosadienoico 0,00 +£0,00° 0,06+0,15° 0,01+0,02°® 0,000,000 0,00+ 0,00°
22:6n3 A. Docosahexaenoico 22,37 +7,69° 13,43+2,92° 1582+1,52%° 1561+ 1,62%° 16,24 + 1,64%°
Total de PUFAs 39,546,897 27,41+3,43° 2091+1,72° 3095+1,51° 31,7%2,13%
yn-3 30,10+7,72° 20,62+3,53° 2343+1,81° 2432+181° 24954+1,90°
yn-3 HUFAs 2010+7,73% 19,71+3,84° 2258+181° 2313+172° 2376+1,87°
yn-6 044+083 673:017 648+018 663+064 6,76 +0,31
$n-3/3n-6 324+1,10° 3,07+053% 3624035 371+0,60° 3,69+0,21%
C18:1n9"/DHA 0,81+0,28° 153+0,30°° 127+0,17°° 144+0.23°° 1.4420,16°

Cada valor es el promedio * su desviacién estandar (n = 6).

ab,cd

" Incluidos los acidos elaidico y oléico.
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OLOO OL10 mL15 mL20

Figura 2. Concentracion total de acidos grasos saturados en musculo de trucha arco iris,
alimentadas con distintos niveles de Lupino albus.

Los acidos grasos mono-insaturados en el musculo de trucha arco iris
muestran una tendencia a aumentar con forme aumenta el nivel de
incorporacion de lupino en las dietas, siguiendo la tendencia de
concentracion de MUFA de las propias dietas. No obstante, las
concentraciones de MUFA del musculo expresadas como porcentajes de
areas no mostraron diferencias significativas (P>0,05) entre las dietas con

lupino y la dieta LOO (control).
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Dieta Musculo

OLO0 OL10 mL15 mL20

Figura 3. Concentracion total de acidos grasos mono-insaturados en musculo de trucha
arco iris, alimentadas con distintos niveles de Lupino albus.

126



Capitulo IV, Evaluacion de dietas con bajo niveles de lupino

Por el contrario, al ser comparados con la muestra inicial se observo un
aumento significativo (P<0.05) en el contenido final del musculo (Figura
3), debido al incremento también significativo (P<0,05) de los acidos
palmitoléico (16:1) y elaidico (18:1n9t). Si se suman la concentraciones de
las configuraciones cis y trans del 18:1n9 (oleico y elaidico), se puede
observar (Figura 5a) un incremento significativo (P<0,05) de la
concentracion de este acido graso cuando aumenta el nivel de

incorporacion de lupino.

La concentracion total de acidos grasos poli-insaturados (PUFA) del
musculo tienden a incrementar ligeramente conforme aumenta el nivel de
incorporacion de lupino en la dieta (Figura 4), aunque estas
concentraciones no fueron significativamente diferentes entre los
tratamientos (P>0,05). No obstante lo anterior, la concentracion inicial del
musculo fue significativamente mayor (P<0,05) que la concentracion del
musculo de los tratamientos L0OO, L10 y L15, pero sin diferencias con el
tratamiento L20 (Figura 4). La concentracion total de acidos poli-
insaturados de la serie n-6 en el musculo no presentd diferencias
significativas (P>0,05) entre los tratamientos dietarios (Tabla 7), sin
embargo la concentracion de los acidos linoléico (18:2n6¢) y araquiddnico
(22:4 n6), mostrd una significativa (P<0,05) disminucion en relacién a la

concentracion inicial del musculo (Figura 5b y 5c).

La concentracion total de acidos poli-insaturados de la serie n-3 en el
musculo  no mostré diferencias significativas entre los tratamientos
dietarios, sin embargo todos ellos tuvieron concentraciones
significativamente (P>0,05) mas bajas que el contenido inicial (Tabla 7). El
acido linolénico (18:3n3), oscilo6 entre 0.85% (L10) y 1.19% (L20), sin
diferencias significativas (P>0,05) entre los tratamientos ni con la
concentracion inicial del musculo, aunque con niveles mas bajos que lo
observado en las dietas (Figura 5d). La concentracion del acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n3), varié entre 6.08% (L00) y 7.5% (L20),
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sin diferencia significativa (P>0,05) entre los tratamientos, ni con la
concentracion inicial del musculo, pero con niveles mas bajos que las

dietas (Figura 5e).

45,0 -
40,0 ~
35,0
30,0 +
25,0 ~
20,0 ~
15,0 ~
10,0 ~

5,0 4

0,0

(9/100g a. grasos detectados)

Dieta Musculo

OLO0 OL10 mL15 mL20

Figura 4. Concentracion total de acidos grasos poli-insaturados en musculo de trucha arco
iris, alimentadas con distintos niveles de Lupino albus.

La concentracion del acido docosahexaenoico (DHA; 22:6 n3) en el
musculo no mostré diferencia entre todos los tratamientos, la concentracion
inicial del musculo fue soélo significativamente superior (P<0,05) al
tratamiento L0OO. Las concentraciones de DHA medida en el alimento

fueron estadisticamente similares a la de los cuatro tratamiento (Figura 5f).
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Figura 5. Concentracion de algunos acidos grasos en musculo de trucha arco iris,
alimentadas con distintos niveles de Lupino albus.
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A pesar de la disminucién en el total de PUFA de la serie n6, la relacion
n3/n6 no fue afectada (P>0,05), con los tratamientos dietéticos. Por el
contrario, la relacion C18:1n9/DHA en el musculo, aunque muestra valores
significativamente semejantes (P>0,05) entre los tratamientos dietarios,
estos coeficientes fueron significativamente mayores (P<0,05), al ser

comparados con el valor inicial del musculo (Tabla 7).

DISCUSION

El presente estudio demuestra el potencial de la harina de lupino como
ingrediente proteico para dietas comerciales de salmoénidos, coincidiendo
los resultados con estudios realizados anteriormente (De la Higuera et al.,
1988; Hughes, 1991; Morales et al., 1994; Burel et al., 1998; Burel et al.
2000a; Carter & Hauler, 2000; Farhangi & Carter, 2001; Glencross et al.,
2002, 2003, 2004, 2007).

En términos generales los crecimientos obtenidos por los peces
alimentados con lupino, independientes de su nivel de inclusién, son
similares a los conseguidos por la dieta control. Los mayores incrementos
de peso fueron alcanzados por los peces alimentados con la dieta con 10%
de incorporacion de lupino (L10), lo que concuerda con investigaciones de
realizadas previamente por Borquez & Alarcén (2002) y Burel et al. (1998),
gue han reportado que dietas con inclusiones de lupino presentan indices
de crecimiento superiores a los logrados por aquellas a base de harina de

pescado.

Al igual que otras harinas vegetales, usadas comunmente en la
formulacion de alimentos para salménidos, la harina de lupino también
presenta algunos factores anti-nutricionales, uno de los mas relevantes son
los alcaloides (Tacon, 1997), los que afectan la palatabilidad y la ingesta
del alimento (Francis et al., 2001). Sin embargo, en el presente estudio los

buenos niveles de ingesta de los alimentos no evidencian que la harina de
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lupino haya afectado la palatabilidad del alimento. La variedad de lupino
(Hamburgo, 0,012% alcaloides) utilizada es la denominada dulce, es decir

con niveles de alcaloides menores que 0,05% (Petterson et al. 1997).

Aunque la ganancia en peso generalmente decrece al incrementarse el
nivel de inclusién de lupino (De la Higuera et al. 1988 y Hughes, 1991), los
bajos niveles de inclusion en las dietas utilizadas en este experimento no
parecen afectarlo. Segun Farhangi & Carter (2001) y Burel et al. (1998)
solo inclusiones de Lupinus albus sobre un 40% en dietas suplementadas

con aminoacidos, disminuye la ganancia en peso en trucha arco iris.

La capacidad de la trucha arco iris de adaptarse dentro del primer mes de
alimentacion a dietas con proteinas vegetales (Refstie et al 1997), seria
responsable de que los valores de SGR alcanzados por los peces fueran
relativamente buenos, no obstante, ellos son menores a los reportados por
Gouveia et al., (1993) y Morales et al. (1994) al utilizar lupino en la dieta.
Cabe recordar que en el presente estudio se uso semilla entera de lupino y
no harina descascara lo que pudiera afectar la utilizacion digestiva de la

dieta

Los TGC obtenidos en el experimento coincidieron con los valores
normales reportados en bibliografia para trucha arco iris, los cuales se
situan entre 0,153 y 0,203 (Bureau & Cho; 1999). Sustituciones con lupino
no han demostrado efectos significativos sobre el TGC (Glencross et al.
2002), lo cual sugiere que los valores de TGC encontrados fueron
independientes a las dietas ensayadas, aunque menores a los reportados
en dichos trabajos. Estas diferencias podrian atribuirse también a factores

genéticos (Glencross et al. 2003b) y ambientales (Bureau & Cho, 1999).
La composicion proximal de la carcasa en los peces, no evidencio

influencia del régimen dietético, coincidiendo con los resultados de Hughes,
(1991); Gouveia et al., (1993); Burel et al., (1998); Borquez and Alarcén,
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2002 y Carter & Hauler, (2000) aun cuando estos otros autores utilizaron
niveles superiores de inclusién de harina de lupino. Sin embargo, los
porcentajes de materia seca, proteina y lipidos encontrados en el presente
estudio son menores a los estos autores. Contrariamente, Farhangi &
Carter (2001) reportan una disminucién en el contenido proteico, al incluir
un 20% de lupino en el alimento, lo cual se explica por un aumento en el
contenido de lipido de la carcasa, al incluir altos porcentajes de materias
primas vegetales (Gomes et al., 1993). Respecto a la composicion corporal
inicial, las variaciones experimentado por los tratamientos como la
disminucidon en el porcentaje de materia seca, producto del aumento de
agua estaria relacionado a la fase juvenil, en este periodo la energia es
utilizada para el crecimiento, reduciendo en consecuencia los niveles de
lipido en la carcasa, permitiendo el aumento de agua en los tejidos; este

comportamiento es comun en peces silvestres (Shearer, 1994).

El uso de leguminosas y cereales en la nutricion de peces puede tener
efectos adversos sobre el higado, después de largos periodos de
alimentacion, debido a un incremento de los depdsitos de glucogeno
(Russell et al., 2001), en respuesta a una mayor activad de
gluconeogénesis, la que segun Farhangi y Carter (2001) aumenta con el
incremento en los niveles de inclusién de lupino. El aumento de la
gluconeogénesis, ha sido explicado por la baja digestibilidad de
carbohidratos (Brauge et al., 1994), antecedentes que no concuerdan con
los resultados de digestibilidad de este estudio. No obstante lo anterior,
en este estudio los HSI fueron similares entre todos los tratamientos, del
mismo modo los valores obtenidos sugieren una buena condicion de salud
(Watanabe et al., 1994). La reduccion de los IHS respecto al valor inicial,
podria estar asociado al cambio de régimen dietario como también a la
densidad de cultivo (Montero et al., 2001).

La sobrecarga lipidica exhibida por las células hepaticas no podria ser

atribuible solamente al uso del lupino, ya que de igual forma se aprecia en
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el control. El efecto de la inclusion dietaria de leguminosas como lupino
(Robaina et al., 1995) y arveja (Rusell et al., 2001) se caracteriza por un
aumento en los deposito de lipidos y una disminucion del glicogeno en los
hepatocitos. De igual forma otros factores como una deficiencia en HUFA
dietario y una alta densidad de cultivo podrian provocar un aumento en de
los depdsitos lipidicos del higado (Caballero et al., 2002 y Montero et al.,
2001). Sin embargo, como se comento anteriormente, estas alteraciones

no afectaron los indices hepatosomaticos

Los CDA de la materia seca encontrados en esta investigacion, son
similares a los obtenidos en salmonidos en general (De la Higuera et al.,
1988; Carter y Hauler 2000; Glencross et al., 2004; Glencross et al., 2004a)
y en juveniles de turbot (Burel et al., 2000a), cuando se incluye harina de
lupino en sus dietas, obteniéndose CDA sobre un 80%. Los valores para
CDA de proteina obtenidos, no se diferencian significativamente de la dieta
control, probablemente la baja presencia de factores anti-nutricionales,
como inhibidores de la tripsina en el grano de lupino (Kaushik et al., 1995;
Tacon, 1997b), asi como el proceso de extrusion aplicado en la fabricacion
de las dietas, pudieron haber desactivado o reducido la presencia de este u
otros factores anti-nutricionales que afecta la digestibilidad de las proteinas
(Carter y Hauler, 2000). De igual forma, los CDA de lipidos no presentaron
diferencias significativas entre las dietas, obteniéndose valores altos y
concordantes con los obtenidos por Gouveia et al. (1993). La digestibilidad
de los lipidos mejora cuando se reduce los acidos grasos saturados en la
dieta, aun cuando no significativo, la inclusion de lupino en las dietas

mostré una tendencia hacia la disminucion de SAFA (Figura 2).

A pesar de que la energia digestible de las leguminosas es considerada
baja debido a su alto contenido de carbohidratos (Morales et al., 1994) los
valores de energia digestible logrados en este experimento son similares a
los reportados por Gomes et al. (1993), probablemente justificado por los

altos valores de CDA de carbohidratos de todas las dietas.
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La composicion de acidos grasos en el musculo de trucha arco iris esta
directamente relacionado al perfil de acidos grasos en las respectivas
dietas. Observaciones realizadas anteriormente en diferentes especies de
salmonidos (Watanabe, 1982; Bell et al., 1986; Gomes et al., 1993; Guillou
el al., 1995; Henderson, 1996; Bell el al., 2001; Montero et al., 2001;
Caballero et al., 2002) concuerdan con los resultados obtenidos. Estos
cambios en el perfil de acidos grasos del musculo ocurren entre 4 y 6

semanas, una vez iniciada la alimentacién (Guillou el al., 1995).

Al incrementar la inclusion de lupino en las dietas, se advirtio una ligera
disminucién en el porcentaje total de SAFA. Este comportamiento es
caracteristico al utilizar harinas vegetales en las dietas, debido a que
causan una reduccion del acido palmitico en el musculo (Gomes et al.,
1993).

Las altas tasas de crecimiento de los salmones de cultivo son
responsabilidad del uso de dietas de alta de energia, ricas en MUFA,
principalmente el acido oleico (Bell et al., 2001). Las concentraciones de
MUFA se incrementan al utilizar lupino en el alimento, debido a que los
ingredientes vegetales tienden a generar la acumulacion del 18:1n9 en el
musculo (Gomes et al., 1993; Guillou el al., 1995; Bell el al., 2001;
Caballero el al., 2002). Esta acumulacién es consecuencia de la limitada
capacidad de desaturar el 18:1n9 en presencia de altos niveles dietarios de
18:3n3 0 18:2n6 (Storebakken et al., 2000b; Montero et al., 2001). Si bien
estos trabajos no hacen referencia al tipo de isomero cuantificado al
nombrar el 18:1n9, el comportamiento descrito previamente por los autores
corresponderia al isomero trans, el acido elaidico, el cual aumenta con el

aumento del nivel de lupino en la dieta.

Otro efecto asociado con la inclusion de vegetales es el aumento en los n-6

PUFA en el musculo, los que son mayoritarios en los vegetales, al igual
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que en la semilla de lupino (Yanes et al., 1983; Masson & Mella, 1985;
Petterson et al., 1997), este incremento seria debido a una competencia
enzimatica entre el 18:2n6 y 18:3n3 (Storebakken et al., 2000b), de manera
que al existir una alta cantidad de 18:2n6 dietario provoca una baja
actividad de desaturacién para la serie n3 y un aumento de los n-6 PUFA
totales en el musculo. No obstante, con la inclusion de lupino en el
alimento, los niveles de 18:2n6 en el musculo fueron similares al control, lo
cual sugiere un mayor efecto en el metabolismo enzimatico de los acidos
grasos 18:3n3 del aceite de pescado utilizado en la fabricacion de los
alimentos (Bell et al., 2001). De igual forma los niveles de 20:4n6 no
variaron entre los tratamientos, este comportamiento manifiesta una
carencia en la conversion del 18:2n6 a 20:4n6, consecuencia de la
competencia entre los PUFA de la serie n3 y n6 por las vias de saturacion
del higado (Storebakken et al., 2000b, Bell et al., 2001).

La semilla de lupino, contiene un 9% de acido linolénico (Yanes et al.,
1983; Masson y Mella, 1985; Petterson et al., 1997) por lo cual al ser
incluidas en las dietas podria contribuir a mantener constantes su
contenido, como al igual los de EPA y DHA. Efectos adversos ocurren al
utilizar otros ingredientes vegetales al disminuir el 18:3n3 en los tejidos
(Gomes et al., 1993; Guillou et al., 1995; Bell et al., 2001; Caballero et al.,
2002).

La existencia de una mayor cantidad de DHA en el musculo, en
comparacion al contenido en el alimento y la no variacion de los niveles de
DHA en los tratamientos dietarios, concuerdan con los estudios de Gomes
et al. (1993) y Bell et al. (2001). Segun estos autores, ambos fendmenos
serian el resultado de una acumulacion selectiva de DHA en el musculo,
aunque exista una reducciéon de este en la dieta; esto se explica por una
mayor tasa de desaturacion en los hepatocitos al alimentar salmoénidos

con aceites vegetales (Tocher et al., 2001).
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La reduccion en los porcentajes iniciales de n6 y n3 PUFA, se deberia a la
calidad nutricional del alimento ingerido por los peces, previo al
experimento (Sheader, 1994) o a cambios en el perfil de acidos grasos

producidos por el crecimiento (Sheridan et al., 1988).

A pesar de que la cantidad de lipidos aportada por el lupino es escasa, su
elevada proporcion de acidos grasos de la serie n6 podria desequilibrar la
relacion n3/n6 (Robaina, 1998). Sin embargo, este coeficiente en el
musculo, no se ve afectado por las dietas, debido a la abundancia de
PUFA de la serie n3 aportado por el aceite de pescado y en parte
compensado por la semilla de lupino, ambos ingredientes utilizados en los
alimentos en este estudio. Los resultados obtenidos, son contrarios a los
reportados al utilizar otras harinas vegetales, en los que se observa una
reduccion de la relacion n3/n6, producto de un incremento del 18:2n6 como
también de un decrecimiento en el porcentaje de n3 PUFA (Gomes et al.,
1993).

Un indicador de la deficiencia de EFA dietaria usado comunmente en
peces es la relacion 18:1n9 /DHA (Watanabe, 1982; Takeuchi et al., 1996;
Furuita et al., 1996; Montero et al., 2001). No obstante, aunque los
coeficientes fueron similares en todos los tratamientos, incluido el control,
los valores fueron superiores a los calculados inicialmente, siendo mayores
a 1.0, lo cual en peces marinos, evidencia un déficit en los EFA dietario
(Furuita et al., 1996; Montero et al., 2001), resultado de la utilizacion de
insumos vegetales en la fabricacion de los alimentos, al elevar los niveles

de acidos eicosatrienoico y oleico (Watanabe, 1982).

Al utilizar la composicion de acidos grasos, como un indicador de la calidad
de la carne para el consumo humano, el uso de la harina de lupino entera
hasta un nivel de inclusién de 20%, no alter6 de forma significativa su

calidad nutricional.
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v CAPI'TU LO V:
Experimento 3

137



Capitulo V, Evaluacion de dietas con altos niveles de lupino

INCORPORACION DIETARIA DE ALTOS NIVELES DE GRANO
ENTERO DE LUPINO BLANCO(Lupinus albus) EN DIETAS
EXTRUIDAS PARA TRUCHA ARCOIRIS (Oncorhynchus mykiss):
EFECTOS SOBRE LOS INDICES PRODUCTIVOS, LA UTILIZACION
DIGESTIVA Y LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS EN EL
MUSCULDO.

51 INTRODUCCION

Los salménidos, peces marinos y abulones han sido las especies de
acuicultura mas estudiadas en relacion a la utilidad del lupino como una
posible fuente nutritiva (Glencross, 2001; Glencross et al. 2007). Segun De
la Higuera et al. (1998) es posible reemplazar hasta un 30% la harina de
pescado por harina de lupino (suplementando lisina y metionina) vy
conseguir indices de produccion y de utilizacion de la proteina optimas en
trucha arco iris. De igual forma, experimentos en salmoén del atlantico
(Salmo salar) muestran que el reemplazo de la harina de pescado por
harina de lupino de hasta un 33% en dietas extruidas, no afecta el

crecimiento de los peces (Carter y Hauler 2000).

Estudios realizados posteriormente por Faghangi & Carter (2001), sefalan
que la inclusion de un 40% de lupino en la dieta de trucha arco iris no
presenta efectos significativos en el crecimiento o en la utilizacién de los
nutrientes. La trucha arco iris utiliza la proteina del lupino tan eficazmente
como la proteina de harina de pescado pero tiene una habilidad menor
para utilizar la energia contenida en altos niveles de inclusién de lupino.
Sin embargo, se ha comprobado que la incorporacién de altos niveles de
inclusion de lupino (superiores al 50%) en dietas extruidas provocarian en
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), un aumento en la deposicion de

grasas, ademas de una reduccion en el crecimiento (Burel et al. 1998).
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Si bien, la utilizaciéon de bajas inclusiones de materias primas vegetales en
la dieta, no manifiestan efectos inmediatos sobre los indices productivos y
digestibilidad (Glencross et al., 2004), los altos niveles de inclusion
pudieran afectar fisiologicamente al pez al modificar la composicion de
acidos grasos del alimento (Storebakken et al., 2000b, Glencross et al.
2007). Por otra parte, la incorporacion de altos niveles de proteoginosas en
las dietas de salmoénidos aportan un mayor nivel de acidos grasos
poliinsaturados de la serie n-6 y como consecuencia disminuyen los niveles
de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 en los tejidos lo cual
provocaria alteraciones en el valor nutricional del pez (Bell et al., 2001;
Caballero et al. 2001; Torstensen et al., 2000). La harina de lupino contiene
aproximadamente 9% de acido graso linolénico (18:3n3) en sus lipidos,
valor interesantemente alto en comparacion a otras harinas vegetales, sin
embargo, la presencia mayoritaria del acido graso linoléico en el grano
(Yanez et al., 1983), podria ocasionar problemas fisioldgicos y metabdlicos

al ser incluidas en altos niveles en dietas comerciales para salmonidos.

La mayoria de los trabajos que han abordado la inclusién de altos niveles
de lupino no han usado formulas comerciales donde se incorpora un
ingrediente considerando variables nutricionales, de proceso y costo. Del
mismo modo, las partidas de alimento han sido de pequefio volumen y
fabricados en algunos casos en forma artesanal o en pequefos extrusores.
El presente estudio parte de la incorporacion de lupino en una formula
comercial y el alimento es fabricado en una extrusora industrial a partir de
grano de lupino entero, es decir entra al silo como grano entero con

cascara.

En el presente estudio se evalua el efecto sobre los parametros
productivos, la utilizacién digestiva y la composicion de los &cidos grasos
en el musculo al incluir altos niveles (30, 40 y 50%) grano de lupino entero

en dietas extruidas para trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).
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Adicionalmente, se evalua la presencia de alteraciones en la histologia del

epitelio intestinal y deposicion lipidica en el higado.

5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Dietas

Fueron evaluadas 4 dietas extruidas, una dieta control, dieta comercial (LO)
y tres dietas con inclusiéon de 30, 40 y 50% de lupino entero (L30, L40 y
L50), todas fabricadas en la planta de Biomar Chile (Rancagua).

Las formulaciones se realizaron mediante el software FORMAT,
considerando requerimientos nutricionales como los niveles minimos de
aminoacidos esenciales. Como restricciones de fabricacion se establecio el
minimo porcentaje de almidon extruible y minimo porcentaje de humedad.
La formulacion y composicion proximal de las dietas se muestra en la
Tabla 1. La formulacién considera que la proteina del lupino reemplaza un
25; 33 y 42% de la proteina total de las dietas y aproximadamente un 50;
60 y 70% de las proteinas alternativas (Tabla 2). En las Tablas 3 y 4 se
muestran el perfil de acidos grasos y aminoacidos para las cuatro dietas

experimentales, respectivamente.
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Tabla 1. Formulacién y composicion de las dietas experimentales

Dietas experimentales

L00 L30 L40 L50
Ingredientes (%)
Harina de pescado® 40,00 35,00 30,00 25,00
Aceite de pescado® 14,52 13,62 13,40 13,16
Semilla entera de Iupinob 0,00 30,00 40,00 50,00
Harina trigo industrial® 15,00 6,35 6,35 6,34
Maravilla desgrasada® 13,81 4,90 0,00 0,00
Harina de pluma® 12,26 8,54 10,75 10,25
Premix Biomar 0,50 0,50 0,50 0,50
Fosfato mono Ca' 0,03 0,57 1,05 1,43
L-Lisina® 0,02 0,05 0,19 0,31
DL-Metionina® 0,00 0,14 0,24 0,31
Composicién Proximal Tebérica (%)h
Proteina bruta 45,00 45,00 45,00 45,00
Lipidos totales 20,00 20,00 20,00 20,00
Ceniza 7,52 6,90 6,17 5,12
Fibra bruta 1,92 4,13 4,71 5,83
Extracto libre de nitrégeno 14,60 15,00 15,10 15,00
Energia bruta (kj/kg) 11,00 9,00 9,00 9,00
Fosforo (%) 1,10 1,10 1,10 1,10
Metionina (%) 0,95 0,95 0,95 0,95
Lisina (%) 2,56 2,56 2,56 2,56
Energia bruta (Kj/Kg) 21,03 21,10 21,12 21,10
Composicion Proximal Analitica (%)h
Materia seca 91,89 92,77 91,90 91,12
Proteina bruta 49,13 52,77 52,70 48,44
Lipidos totales 25,81 25,41 24,37 22,30
Ceniza 8,53 7,76 7,24 7,10
Fibra bruta 3,17 2,45 2,67 5,84
Extracto libre de nitrogeno 13,36 11,62 13,02 16,33
Energia bruta (Kj/Kg) 24,09 24,49 24,30 23,05

®Aceite de pescado y Harina de pescado chilena, Super Prime, secada por vapor: 68% de proteina cruda y 12%
lipido crudo; aceite de pescado chileno (ambos, Exapesca S.A., Talcahuano, Chile). bLupino blanco (Lupinus
albus) var. Hamburg (Sel Chile S.A. Temuco, Chile): 37,3% proteina cruda, 7,4% lipido crudo y alcaloides
totales 0,012%. °Graneles Chile S.A. Santiago, Chile: 10% proteina cruda, 1% fibra. Subproducto de la
industria productora de aceite de maravilla (Graneles Chile S.A. Santiago, Chile): 46% proteina cruda, 2% lipido
crudo y 8% fibra. eSubproducto de la industria de pollos (Terramar Chile S.A., Santiago, Chile): 82% proteina
cruda y 6% de lipido crudo. quuafarma S. A. Chile: 22,7 %P. gDegussa, Alemania. "Los datos son expresados
en base seca.
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Tabla 2. Aporte porcentual de proteinas de las diferentes materias primas utilizadas en la
formulacion.

Dietas experimentales

Parametros

L0O L30 L45 L50
PB Total dieta(g/kg) 451,0 449,0 448.0 4470
PB ingredientes alternativos (g/kg) 179,0 211,0 2440 277,0
Distribucion PB segin MM. PP. (%)
Harina pescado 60,3 53,0 45,6 38,0
Grano lupino entero 0,0 24,9 33,3 41,7
Harina trigo 3,33 1,41 1,42 1,42
Maravilla desgrasada 141 5,0 0,0 0,0
Harina pluma 22,3 15,6 19,7 18,8
Total ingredientes alternativos 39,7 47,0 54,4 62,0
Relaciéon PB GLE/ PB 1A 0,0 0,50 0,60 0,70
Relacion PB GLE/ PB total 0,0 0,25 0,33 0,42

PB= proteina bruta; GLE= grano lupino entero; IA= ingredientes alternativos y HP=harina de pescado.

Tabla 3. Perfil de aminoacidos de las dietas experimentales. Los valores se expresan en
g/100 de dieta.

Dietas experimentales

Aminoéacidos*

L-00 L-30 L-40 L-50
Metionina 0,97 1,04 0,99 0,72
Cistina 0,58 0,65 0,67 0,58
Metionina + cistina 1,55 1,69 1,66 1,31
Lisina 2,77 2,49 2,37 2,20
Treonina 1,88 1,92 1,93 1,71
Arginina 2,94 2,77 2,92 3,18
Isoleucina 1,97 2,01 2,08 1,85
Leucina 3,38 4,47 4,72 3,63
Valina 2,51 2,46 2,49 2,15
Histidina 1,28 1,26 1,24 1,09
Fenilalanina 2,04 2,29 2,35 1,96
Glicina 3,06 2,76 2,69 2,43
Serina 2,62 2,72 2,79 2,55
Alanita 2,56 2,98 3,01 2,30
Acido Aspartico 3,85 3,86 3,94 3,75
Acido Glutamico 6,30 7,34 7,66 6,83

Andlisis realizados por el laboratorio analitico de nutricién animal de Degussa.*Valores estandarizados para un
contenido de materia seca de 88%.
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Tabla 4. Perfil de acidos grasos de las dietas experimentales. Los valores se expresan
g/100g de acidos grasos detectados.

Dietas Experimentales

L00 L30 L40 L50

% Lipidos totales 23,72 + 1,64 23,57 + 1,78 22,40 + 2,3 20,32 + 3,0
Acidos Grasos Saturados

C12:0 A. Laurico 0,04 £ 0,01 0,06 = 0,01 0,05 = 0,00 0,05 £ 0,00
C14:0 A. Miristico 519 = 0,12 5,87 + 0,08 582 + 0,07 543 + 0,05
C15:0 A. Pentadecanoico 0,76 + 0,01 0,81 = 0,02 0,78 = 0,01 0,73 + 0,00
C16:0 A. Palmitico 19,26 = 0,27 19,22 + 0,56 18,64 £+ 0,35 17,46 = 0,03
C17:0 A. Heptadecanoico 1,26 + 0,01 1,15 = 0,09 0,90 + 0,08 0,82 + 0,05
C18:0 A. Estearico 519 + 0,12 2,68 + 3,06 0,49 £ 0,02 0,46 * 0,01
C20:0 A. Araquidico 0,20 + 0,02 0,18 £ 0,01 0,177 £ 0,05 0,14 % 0,02
C21:0 A. Henicosanoico 0,05 = 0,02 0,03 = 0,00 0,86 + 1,13 0,03 + 0,00
C22:0 A. Behénico 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
C23:0 A. Tricosanoico 2,21 = 0,21 1,05 + 1,15 145 = 0,25 1,63 + 0,54
C24:0 A. Lignocérico 0,20 = 0,12 0,18 = 0,17 0,15 = 0,15 0,09 + 0,03
Total de SAFA 3443 + 0,21 31,29 + 3,30 29,37 + 0,14 26,81 + 0,62
Acidos Grasos Monoinsaturados

C14:1 A. Miristoléico 0,16 = 0,02 0,18 = 0,00 0,16 = 0,00 0,16 + 0,00
C15:1 A. Pentadecenoico 0,20 £ 0,00 0,11 = 0,14 0,177 %= 0,03 0,09 + 0,12
C16:1 A. Palmitoléico 4,70 + 0,05 510 %= 0,01 481 = 0,08 466 = 0,13
C17:1 A. Heptadecenoico 0,33 + 0,05 0,40 = 0,03 0,40 = 0,01 0,34 + 0,00
C18:1n%t A. Elaidico 2,34 + 0,14 3,24 = 1,76 424 + 0,02 4,07 = 0,11
C18:1n9c A. Oléico 20,37 + 0,38 21,78 £ 0,40 25,02 + 0,03 28,86 + 0,01
C20:1n9 A. Eicosenoico 8,19 + 0,09 8,34 + 0,37 791 + 0,08 787 + 0,25
C22:1n9 A. Ertcico 0,00 = 0,00 1,17 = 0,31 0,92 + 0,00 0,85 + 0,06
C24:1n9 A. Nervénico 0,79 £ 0,36 0,39 = 0,23 0,29 = 0,09 0,47 + 0,15
Total de MUFA 37,08 + 0,50 40,71 + 2,50 43,93 + 0,02 47,37 + 0,70
Acidos Grasos Poliinsaturados

C18:2n6t A. Linolélaidico 0,60 = 0,01 0,72 = 0,01 0,79 + 0,09 0,74 + 0,01
C18:2n6¢ A. Linoléico 4,70 + 0,02 589 = 0,12 6,08 + 0,09 584 + 0,05
C18:3n3 A. Linolénico 0,71 £ 0,01 0,81 = 0,00 1,30 = 0,14 2,23 + 0,26
C18:3n6 A. g-linolénico 0,11 = 0,00 0,11 %= 0,01 0,09 + 0,01 0,08 + 0,00
C20:2n6 A. Eicosadienoico 0,28 = 0,02 0,29 = 0,03 0,30 = 0,02 0,34 + 0,05
C20:3n3 A. Eicosatrienoico 0,13 = 0,01 0,172 = 0,00 0,11 %= 0,01 0,11 %= 0,01
C20:3n6 A. Homo-y-Linolénico 0,06 + 0,00 0,01 = 0,02 0,00 + 0,00 0,01 + 0,01
C20:4n6 A. Araquiddnico 0,97 + 0,02 0,51 = 0,24 0,170 = 0,00 0,177 £+ 0,08
C20:5n3 A. Eicosapentaenoico 9,87 + 0,13 9,52 + 0,13 8,68 + 0,06 8,05 + 0,03
C22:2n6 A. Docosadienoico 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
C22:6n3 A. Docosahexaenoico 11,03 = 0,61 10,01 = 0,16 9,25 £ 0,43 8,25 + 0,30
Total de PUFA 28,48 + 0,71 28,00 + 0,80 26,70 + 0,16 25,82 + 0,08
>n-3 21,75 £ 0,73 20,46 + 0,04 19,34 + 0,35 18,64 = 0,02
>n-3 HUFAs 6,45 = 0,01 725 £ 0,81 7,06 £ 0,17 6,84 = 0,11
>n-6 3,37 £ 0,12 2,84 = 0,32 2,74 = 0,12 2,73 = 0,04
>n-3/3n-6 20,91 £ 0,75 19,53 = 0,04 17,93 + 0,49 16,30 = 0,27
C18:1n9'/DHA 206 + 0,14 2,50 + 0,26 3,17 + 0,14 3,99 + 0,16

Cada valor es el promedio * su desviacion estandar (n = 6).
Incluidos los acidos elaidico y oléico.
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5.2.2 Estudio de Crecimiento

El bioensayo de crecimiento se llevo a cabo en la estacion experimental
piscicultura Los Laureles de la Universidad Catdlica de Temuco (Temuco,
Chile). Se utilizaron juveniles de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), de
un peso promedio inicial de 54,0 + 6,2g. Antes de distribuir los peces en los
estanque de crecimiento fueron mantenidos en un estanque de 2m® y
alimentados con la dieta control, luego de un periodo de 10 dias fueron
pesados, medidos y distribuidos en los estanques de crecimiento. La

prueba de crecimiento tuvo una duracion de 11 semanas.

Los peces se distribuyeron al azar (49 individuos por estanque) a una
densidad promedio de 9,3 kg/m®, en 12 estanques circulares de fibra de
vidrio de 500 litros (descritos en la metodologia general de esta tesis). El
abastecimiento de agua a cada estanque se realiz6 por gravedad con una
tasa de cambio de 1.5/hora. La temperatura promedio del agua durante
todo el periodo de experimentacion fue de 14,0 £ 2,7°C; la temperatura
minima del periodo fue de 10,3°C mientras que la maxima alcanzé los
18,3°C. El oxigeno disuelto promedio de 9.9 + 0.3 ml/l. Las condiciones de
manejo, incluido el sistema de alimentacion son descritas en la

metodologia general de esta tesis.

Antes de comenzar con el experimento de crecimiento se muestrearon al
azar 15 peces para los analisis de acidos grasos, composicion corporal e
histologia. Al finalizar el experimento, se colectaron al azar 5 peces por
estanque, los cuales fueron eutanasiados con benzocaina (BZ-20,
Laboratorios Veterquimica, Santiago, Chile). Se registr6 peso del pez
completo y peso del higado. Para muestra de carcasa (pez entero) y
muestra de musculo dorsal se trituraron y homogenizaron separadamente,
los homogenizados fueron reservados en congelador para posterior

analisis.
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5.2.3 Estudio de coeficientes de digestibilidad aparente (CDA)

Al final del ensayo de crecimiento se determiné el coeficiente de
digestibilidad aparente (CDA) de las dietas mediante un método de
cuantificacion indirecto con de Cr,0Os. En capitulo 1l, metodologia general,
se describe detalladamente los estanques y las técnicas utilizada para esta
evaluacion. Se utilizaron 30 peces por cada estanque de 181,9 + 3,4q, la
alimentacion fue saciedad aparente una vez al dia. Las heces eran
recolectadas diariamente de cada estanque y congeladas para su posterior

analisis. La digestibilidad de cada dieta fue evaluada en triplicado.
5.2.4 Mediciones zootécnicas

Después de 77 dias de alimentacion, en los cuatro tratamientos se evaluo
sobrevivencia, crecimiento (SGR, TGC, % ganancia en peso), tasa y
eficiencia de conversién (FCR y EF). También se evaluo la eficiencia de la
proteina a través de la razon de eficiencia proteica (PER) y el valor
productivo de la proteina (VPP). Se evalud el indice de condicién y el
indice hepatosomatico (HSI). La metodologia de muestreo y las

ecuaciones utilizadas son descritas en el capitulo Il (metodologia general).
5.2.5 Analisis quimicos

La composicion proximal de las dietas, heces y carcasa fueron
determinados de acuerdo a los métodos descritos por la AOAC (1998), los
resultados fueron en base seca, excepto el analisis de la carcasa que se
entrega en base humeda. El aporte de energia dietario fue estimado
asumiendo un contenido energético de 23,6 37,7 y 16,7kJ*g”", para las
proteinas, lipidos y carbohidratos, respectivamente. Los lipidos totales
fueron extraidos desde las muestras de musculo y de alimento mediante el
meétodo descrito por Folch et al., (1957). Los esteres metilicos de acidos

grasos fueron separados y cuantificados en un cromatografo de gases
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Hewlett Packard modelo HP6890 GC System. El perfil de aminoacidos de
las dietas fue realizado por Degussa (Alemania). Los detalles de la

metodologia analitica se muestran en el capitulo |l, metodologia general.

5.2.6 Analisis histolégicos.

Muestras de higado e intestino fueron fijadas en Bouin alcohdlico,
deshidratadas en etanol e incluidas en parafina. Secciones de tejido de 4-
6um fueron tefidas utilizando los métodos de hematoxilina y eosina, para

luego ser observadas al microscopio optico binocular.

5.2.7 Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando el software Statistica (version
5.1). La diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos dietarios
fue determinado por un analisis de varianza (ANOVA) y las diferencias

entre medias mediante el test de Tukey.

5.3 RESULTADOS

De acuerdo a Veraguas (2007, com. pers.), la inclusion de altos niveles de
inclusién de lupino (sobre un 30%) dificulta el proceso de extrusion. En el
presente estudio el proceso de extrusidn no se vio afectado por los altos
niveles de inclusién de lupino. Lo que tampoco ocurrié en los niveles bajos
de inclusion. Las dificultades encontradas por Veraguas la atribuye al nivel

de lipidos de la harina descascarada.
5.3.1 Crecimiento y rendimientos productivos.

Durante el periodo de ensayo (11 semanas) todas las dietas fueron
aceptadas a satisfaccion por los peces, la sobrevivencia de las dietas LO,
L30, L40 y L50 fue 97,3; 98,6; 98,0 y 98,0%, respectivamente, no

mostrando diferencias significativa entre los tratamientos.
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La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos para los diversos indices y
parametros productivos estudiados. El uso del lupino en dietas extruidas,
independiente de su nivel de incorporacién (30%, 40% y 50%), presenta
una performance similar de crecimiento a la obtenida por la dieta control
(Dieta L0O0). El peso medio final para las dietas varié entre los 173,69
(Dieta L50) y 183,2g (Dieta L40), no observandose diferencias

significativas entre los tratamientos (P>0.05).

La dieta L40 fue la que presentd el mayor crecimiento expresado como
porcentaje de incremento en peso (247,6%), mientras que la dieta L50 fue
la presentdé el menor incremento (209,3%), aunque no se encontrd
diferencias estadisticas entre los tratamientos. En cuanto al consumo
diario de alimento, no se observaron diferencias estadisticas entre los
tratamiento, sin embargo la dieta L40 fue la que presento numéricamente

el valor mas alto.

El factor de conversiéon (FCR) vario entre 1,28 (dieta L00) y 1,38 (dieta L50)
sin diferencias estadisticas (P>0,05) entre los tratamientos. La eficiencia
del factor de conversién (EF), presentd valores que oscilaron entre 80,2%

y el 73,5%, siendo la dieta L50 con la menor eficiencia de conversion.

Al término del experimento la tasa de crecimiento especifica (SGR) y el
factor de crecimiento termal (TGC) no mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos. Para ambos parametros la dieta L40 fue la que

mostré los mas altos valores, mientras que la dieta L50 los mas bajos.
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Tabla 5. Crecimiento y rendimientos productivos de trucha arco iris alimentadas con las
diferentes dietas experimentales.

Dietas Experimentales

Pardmetro LOO L30 L40 L50
Peso Inicial (g) 54,0 + 0,0 54,0 + 0,0 54,0 + 0,0 54,0 + 0,0
Peso Final (g) 1780 = 58 1819 + 34 1832 + 7,1 1736 + 48
% Incremento en Peso 2375 = 57 2419 + 23,2 2476 * 14,9 209,3 + 154
Biomasa Inicial (g) 2733,3 + 57 2800,0 + 50,0 2733,3 + 104,1 2783,3 + 1443
Biomasa Final (g) 9226,7 + 208,2 9564,7 + 4794 9406,7 + 250,1 8606,7 + 555,8
Incremento en Biomasa (g) 6493,3 + 189,3 6764,7 + 5292 6673,3 + 331,7 5823,3 + 470,6
Consumo alimento (g/dia) 116,8 + 11,5 119,3 + 59 1242 + 8,2 1126 += 1,5
FCR 1,28 + 0,09 1,26 + 0,12 1,32 + 0,04 1,38 + 0,11
FE (%) 80,2 + 57 804 + 6,5 771 = 3.1 735 + 55
SGR. (%) 1,71 + 0,02 1,73 + 0,10 1,74 + 0,08 1,59 + 0,07
TGC 0,185 + 0,004 0,189 + 0,002 0,190 * 0,005 0,180 + 0,004
PER 1,60 = 0,11 164 + 0,16 1,57 = 0,15 1,57 + 0,12
PPV(%) 329 + 22 342 + 33 32,1 + 3,1 326 + 24

Los valores son el promedio con una desviacion estandar de tres replicas.
Valores con exponentes diferentes dentro de cada fila denotan diferencias significativas (P<0,05).

La razdn de eficiencia proteica (PER) vario entre 1,57 (Dieta L40 y L50) y
1,64 (Dieta L30), sin embargo no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos (P>0,05). Mientras que con el valor productivo de la
proteina (PPV), el valor mas bajo se obtuvo con la dieta L40 (32,1%) y el
valor mas alto con la dieta L30 (34,2%), sin diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos.

5.3.2 Composicion corporal de los peces

La composicion corporal e indices hepatosomaticos (HSI) iniciales y finales
de los peces utilizados en el presente experimento son mostrados en la
Tabla 6. En general, la inclusion de la harina de lupino en la dieta, no
afecto en forma significativa la composicion proximal de los peces
(P>0.05). No obstante, al finalizar la experimentacion, todos tratamientos

presentan una aumento en el contenido de materia seca y una disminucién
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en el contenido de lipidos y cenizas (P<0.05), respecto a la composicion

corporal inicial.

Los HSI presentaron diferencias significativas (P<0,05) entre los peces
alimentados con las distintas dietas y con el valor inicial de IHS. Al final del
ensayo los valores HSI variaron entre 1,19 (dieta L50) y 1,45 (dieta L30)
con diferencias estadisticas significativas entre ellos (P<0,05), sin embargo
ambos valores no se diferenciaron estadisticamente del valor inicial del IHS
(1,40).

Tabla 6. Composicion corporal e indice hepatosomatico de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) alimentado con diferentes dietas experimentales.

Composicién Dietas Experimentales

el () et L0O L30 L40 L50

Materia seca 22,21 + 0,02° 2581 &+ 0,78° 2595 + 032° 26,08 + 016° 2561 + 0,26°
Proteina’ 18,49 + 0111° 1966 + 043° 1951 + 037° 1943 % 0,14° 19,19 & 0,75°
Lipidos’ 1,71 + 0,03° 469 + 0,93° 495 + 0,71 503 + 0,23 461 + 041°
Cenizas' 1,59 + 0,04° 136 + 001° 136 + 002° 133 £ 007° 137 & 0,02°
HSI 1,40 + 016 127 + 011 145 + 002° 134 + 003" 119 + 0,07°

Cada valor es el promedio * su desviacién estandar (n = 3 replicas).
22 \/alores en una misma fila con distinto superindice son significativamente diferentes (P<0.05).
' Los datos son entregados en base humeda.

5.3.3 Estudio histolégico

En términos generales la histologia del intestino medio (Figura 1) y de
higado (Figura 2) de los peces alimentados con las diferentes dietas, no
presentaron evidencias claras de cambios entre la histologia inicial y final
para los distintos tratamientos. Sin embargo, al comparar la morfologia
celular del epitelio intestinal del intestino medio en los tratamientos L40 y
L50 aparece en la mayoria de los peces citoplasma menos basofilos, es
decir con escasa tincién, desplazamiento nuclear distal y con abundante
gotas lipidicas, aun cuando en algunas muestras no fue observada esta
situacion. Respecto al tejido hepatico, los hepatocitos de los peces
iniciales (Figura 2) con la de los peces finales en los tratamientos LOO y

L40 presentan similitud en cuanto al desplazamiento de los nucleos a
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causa de una moderada infiltracion lipidica del citoplasma, curiosamente
este hecho fue mucho menos evidente en los tratamientos L30 y L50,

siendo esta ultima claramente mas normal que en todo los tratamientos.

5.3.4 Coeficiente de digestibilidad aparente de las dietas

La Tabla 7 presenta los resultados de los coeficientes de digestibilidad
aparente (CDA) de las dietas evaluadas. Los valores de CDA obtenidos
para materia seca (CDA total) oscilaron entre 82,85% (L50) y 88,97%
(L40), la dietas L00O, L30 y L40 no presentaron diferencias estadisticas
significativa para el CDA total, mientras que la dieta L50 fue
significativamente mas baja (P<0,05) que ellas. El CDA de lipidos y
proteinas no presento diferencias significativas entre los tratamientos
(P>0,05). ElI CDA de los carbohidratos mas bajo se obtuvo con la dieta L50
(66,60%) aunque sin diferencias significativas con las dietas LOO y L30,
mientras que el valor significativamente (P<0,05) mas alto se obtuvo con la
dieta L40 (75,90%) aunque sin diferencias significativas con la dieta LOO. El
CDA del fosforo (retencion) presentd valores significativamente (P<0,05)
mas altos con las dietas L40 y L50 (75,19 y 72,69% respectivamente), sin
embargo sin diferencias estadisticas entre ellos. La retencion mas baja de
fésforo se obtuvo con la dieta L30 (66,33%) sin diferencias significativas
con la dieta LOO. La energia digestible no mostré diferencias significativas

entre las dietas.
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Figura 1. Tejido digestivo de los peces previo y posterior a la aplicacién de los
tratamientos. Para cada tratamiento se muestra dos microfotografias que corresponden a
peces diferentes. Aumento 40X.
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Figura 2. Tejido hepatico de los peces previo y posterior a la aplicacion de los
tratamientos. Para cada tratamiento se muestra dos microfotografias que corresponden a
peces diferentes. Aumento 40X.
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Tabla 7. Coeficiente de digestibilidad aparente y energia digestible para las dietas
experimentales.

Dietas Experimentales

L0O L30 L40 L50
Materia seca 86,24 + 1,34° 8673 + 058° 8897 + 058° 8285 = 2,12°
Proteinas 93,09 + 0,84 9358 + 0,53 9483 + 0,54 92,42 + 1,87 /ns
Lipidos 98,51 + 0,86 99,06 + 0,49 08,64 + 0,72 98,62 + 0,67 /ns
Carbohidratos 69,70 + 2,54° 6839 + 083> 7590 + 0,93° 6660 + 4,43
Fosforo 66,31 + 3,63° 62,33 + 230° 7519 + 2,19° 72,69 + 2,05
E. D. (Mj/Kg) 2244 + 024 22,96 + 0,12 22,99 + 0,12 21,12 + 0,39 /ns
PD/ED (g/MJ) 20,11 21,62 21,86 20,66

% Promedio + Desv. Estandar (n=3), ns: no significativo. ED= energia digestible. PD= proteina digestible

5.3.5 Composicion de acidos grasos en el musculo

El perfil de acidos grasos de musculo de trucha arco iris; al inicio y al final
del ensayo se muestra en la Tabla 8. La incorporacion de los diferentes
niveles de lupino entero en las dietas, no mostré cambios significativos
(P>0,05) de los acidos grasos saturados totales (SAFAs) del musculo. Aun
cuando la composicion de SAFAs inicial del musculo fue numéricamente
mayor (37,40%) esta no mostro diferencias significativas con los valores al
finales en los distintos tratamientos, variando estos entre 33,10% vy
37,32%. Si bien el nivel de SAFAs en la dieta muestra una tendencia a
disminuir en cuanto aumenta el nivel de lupino en la dieta, esta no se

reflejo en la composicion del musculo al final del experimento (Figura 3).

50,0 -
40,0
30,0 -
20,0
10,0

0,0 -

Dieta Musculo

OLO00 OL30 mL40 mL50

(9/100g a. grasos detectados)

Figura 3. Concentracion total de acidos grasos saturados en musculo de trucha arco iris,
alimentadas con distintos niveles de Lupino albus.
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Tabla 8. Perfil de acidos grasos presentes en el musculo de trucha arco iris alimentado
con las diferentes dietas experimentales. Los valores se expresan en g/100g de acidos
grasos detectados.

Dietas Experimentales

Inicial L0O L30 L40 L50

% Lipidos totales 1,68 £ 045° 4727 £0,45° 352 +121b° 3,79 + 0,62° 3,39 + 0,66°
Acidos Grasos Saturados

C12:0 Acido Laurico 0,00 + 0,00° 0,09 +0,01° 0,09 +0,04° 0,06 £0,06° 0,07 + 0,01
C14:0 Acido Miristico 3,18 £0,07° 3,76 +3,04° 551 +071% 527 £0,05 523 +0,52°
C15:0 Acido Pentadecanoico 0,57 +0,01° 0,72 £0,02° 0,70 £0,09° 0,73 £0,01* 0,75 + 0,04
C16:0 Acido Palmitico 2576 + 2,467 21,96 +0,70° 24,53 + 3,87° 22,99 + 0,387 21,99 + 0,65
C17:0 Acido Heptadecanoico 0,83 +0,04° 0,74 +0,28° 0,81 +0,18° 0,80 + 0,01 0,79 + 0,01°
C18:0 Acido Estearico 4,82 +0,01° 4,43 +0,116° 4,55 + 046° 443 +0,13" 4,02 + 0,08°
€20:0 Acido Araquidico 0,65 +0,52° 0,33 +0,06° 0,30 + 0,04 0,29 +0,06° 0,25 + 0,03
€21:0 Acido Henicosanoico 0,45 £ 0,10° 0,40 + 0,04° 0,39 + 0,03 0,36 +0,07° 0,40 + 0,01°
€22:0 Acido Behénico 0,00 £0,00 0,00 £0,00 0,00 +0,00 0,00 £0,00 0,00 0,00
©23:0 Acido Tricosanoico 0,78 + 0,04° 040 +0,06™ 027 +0,03° 0,31 +0,13° 043 +0,33%
€24:0 Acido Lignocérico 0,36 £ 0,51 0,22 +0,05° 0,20 +0,05° 0,53 +0,35° 0,16 % 0,05°
Total de SAFAs 37,40 + 1,47° 33,10 + 2,397 37,32 +2,00° 3582 + 0,68° 34,16 + 1,12°
Acidos Grasos Monoinsaturados

C14:1 Acido Miristoléico 0,07 £0,10° 0,11 +0,07° 0,10 + 0,01 0,12 £ 0,04° 0,20 * 0,07°
C15:1 Acido Pentadecenoico 0,00 + 0,00° 0,17 +0,01° 0,18 +0,00° 0,16 + 0,00° 0,16 + 0,01°
C16:1 Acido Palmitoléico 4,39 +0,39° 6,02 +024° 5352%048° 570029 546 +0,33°
C17:1 Acido Heptadecenoico 0,39 +0,03° 1,04 +0,06° 1,03 +0,19° 0,86 + 0,25 0,97 + 0,03
C18:1n9t Acido Elaidico 17,31 £ 1,24° 2347 + 0,62 21,47 + 1,71° 24,85 + 1,000% 26,34 + 0,49°
C18:1n9¢ Acido Oléico 4,08 +0,04° 353 +£004° 3254+036° 320008 331z012°
C18:1n9t+C18:1n9%¢ 21,39 + 1,29° 27,00 + 0,64™ 24,72 + 2,03° 28,05 + 0,98° 29,65 + 0,57°
C20:1n9 Acido Eicosenoico 0,00 + 0,00° 4,98 +0,41° 386 +0,59° 4,17 £0,10° 384 + 0,12°
€22:1n9 Acido Ertcico 0,19 £ 0,01° 076 +0,18° 0,75 £ 0,08° 0,72 + 0,07° 0,57 + 0,16°
C24:1n9 Acido Nervonico 0,23 +0,33° 0,56 +0,37° 0,37 +0,11% 0,55 £+ 0,19° 0,46 + 0,46
Total de MUFAs 26,66 + 1,93° 40,64 + 0,33° 36,35 + 292° 40,34 + 1,33" 41,29 + 0,27°
Acidos Grasos Poliinsaturados

C18:2n6t Acido Linolélaidico 0,24 +0,03° 0,47 £0,05° 047 +£0,16° 0,38 + 0,02° 043 +0,01”
C18:2n6¢ Acido Linoléico 7,65 + 0,48° 434 +0,12° 524 +028° 549 +024° 566 + 0,48
C18:3n3 Acido Linolénico 1,08 £0,21° 0,67 £0,04° 0,66 +0,02° 0,95 +001° 1,56 +0,09°
C18:3n6 Acido g-linolénico 0,00 + 0,00° 0,09 +0,01° 0,08 +0,01° 0,08 £0,01* 0,08 + 0,01
€20:2 Acido Eicosadienoico 0,00 + 0,00° 0,37 +0,01° 0,36 +0,01° 0,34 £0,01" 0,37 + 0,03
€20:3n3 Acido Eicosatrienoico 0,19 £ 0,05° 0,17 +0,01*® 0,17 + 0,01 0,16 £ 0,00° 0,16 * 0,03
€20:3n6 Acido Homo-y-Linolénico 0,99 + 0,13% 0,11 £ 0,13° 0,06 + 0,06° 0,26 + 0,29° 0,10 % 0,02°
C20:4n6 Acido Araquidonico 0,23 £0,03° 0,10 £ 0,01® 0,27 +0,21* 0,09 +0,01® 0,39 + 0,03
©20:5n3 Acido Eicosapentaenoico 4,76 + 0,25° 6,19 + 017° 516 + 0,61° 479 +0,22° 4,60 + 0,17°
C22:2 Acido Docosadienoico 0,00 £0,00 0,00 £0,00 0,00 +0,00 0,17 £0,18 0,00 % 0,00
€22:6n3 Acido Docosahexaenoico 20,81 + 0,72° 13,74 +2,09° 11,94 + 1,97° 11,13 £ 1,19° 11,19 £ 2,04°
Total de PUFAs 35,93 + 0,46 2626 + 2,45 24,44 2,35 2384 +0,72° 24,54 +1,38°
sn-3 26,83 + 0,82° 20,78 +2,30° 17,94 + 2,54° 17,02 + 1,19° 17,52 + 2,07°
yn-3 HUFAs 25,57 £ 0,97° 19,94 +226° 17,10 + 2,54% 1591 + 1,20° 15,80 + 2,13°
Sn-6 9,10 + 0,36™ 511 +0,23° 6,13 + 0,25 6,30 £0,52° 6,65 + 0,73
Sn-3/yn-6 2,81 £022° 4,06 +0,35° 294 :+051° 272:039° 268 +061°
C18:1n9'/DHA 1,03 £0,01° 1,99 0,30 2,09 +020° 254 +031° 272 +0,55°

Cada valor es el promedio * su desviacién estandar (n = 6).
af"d Valores en una misma fila con distinto superindice son significativamente diferentes (P<0.05).
Suma de los acidos elaidico y oléico.

154



Capitulo V, Evaluacion de dietas con altos niveles de lupino

En los SAFAs, el acido graso mas abundante es el acido palmitico (C16:0),
el que presenta una tendencia a disminuir su contenido en el musculo,
conforme aumenta el nivel de lupino dietario, sin embargo, en ningun caso

este aumento es significativo (P>0.05).
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Figura 4. Concentracion total de acidos grasos mono-insaturados en musculo de trucha
arco iris, alimentadas con distintos niveles de Lupino albus.

Los acidos grasos mono-insaturados (MUFAs) en el musculo de la trucha
arco iris mostraron una tendencia a incrementar conforme aumenta el nivel
de incorporacion de lupino en las dietas (Figura 4). Las concentraciones de
MUFAs del musculo mostraron diferencias significativas (P<0,05) entre el
nivel inicial y final. Del mismo modo, los MUFAs del musculo al final del
ensayo mostraron diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos.
La dieta L30 obtuvo el nivel significativamente mas bajo respecto a los
tratamientos L0OO, L40 y L50 (Tabla 8), mientras que estos ultimos no
mostraron diferencias significativas entre ellos (P>0,05). La variacion en la
concentracion de los MUFAs en el musculo se explican por el incremento
significativo (P<0,05) de los &cidos palmitoléico (16:1) heptadecenioco
(17:1), elaidico (18:1n9t) y oleico (18:1n9c). La suma de la configuracién
Trans y Cis del acido oleico varié entre 24,72 (dieta L30) y 29,65 (dieta

L50) del porcentaje de area (Figura 6a), las concentraciones

155



Capitulo V, Evaluacion de dietas con altos niveles de lupino

significativamente mas altas para estos acidos grasos se encontraron en el

musculo con los tratamientos dietarios L40 y L50.

La concentracion total de acidos grasos poli-insaturados (PUFAs) del
musculo tiende a disminuir ligeramente conforme aumenta el nivel de
incorporacion de lupino en la dieta (Figura 5), aunque estas
concentraciones no fueron significativamente diferentes entre los
tratamientos (P>0,05). Sin embargo, la concentracién inicial del musculo
fue significativamente mayor (P<0,05) que la concentracién del musculo al
final del ensayo (Figura 5 y Tabla 8). La concentracién total de acidos poli-
insaturados de la serie n-6 en el musculo presento diferencias significativas
(P<0,05) entre los distintos tratamientos, la dieta LOO fue significativa
menor que las D40 y D50, pero similar a la dieta L30 (Tabla 8), estos
valores son el producto de la mayor concentracién de los acidos linoléico
(18:2n6c) y araquiddnico (22:4n6) en el musculo (Figuras 6b y 6¢), el
primero presentd la concentracion mas baja en la dieta LO0O vy
significativamente diferente de los otros tratamientos, mientras que el
segundo no presento diferencias entre las distintas dietas evaluadas,

inclusive no se diferenci6 estadisticamente del nivel inicial (Tabla 8).
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Figura 5. Concentracion total de acidos grasos poli-insaturados en musculo de trucha arco
iris, alimentadas con distintos niveles de Lupino albus.
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La concentracion total de acidos poli-insaturados de la serie n-3 en el
musculo no mostré diferencias significativas entre los tratamientos
dietarios, sin embargo todos ellos tuvieron concentraciones

significativamente (P<0,05) mas bajas que el contenido inicial (Tabla 8).

El &cido linolénico (18:3n3), oscilé entre 0,66% (L30) y 1,56% (L50), con
diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos y con la
concentracion inicial del musculo, aunque con niveles mas bajos que lo
evaluado en las dietas (Figura 6d). La concentracion del acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5n3), varié entre 4,60% (L50) y 6,19% (L0O0),
con diferencia significativa (P<0,05) entre los tratamientos y con la
concentracion inicial del musculo (Tabla 8), pero con niveles mas bajos que

las dietas (Figura 6e).

La concentracion del acido docosahexaenoico (DHA; 22:6n3) en el
musculo no mostro diferencia entre todos los tratamientos, la concentracion
inicial del musculo fue significativamente superior (P<0,05) a todos
tratamientos. Las concentraciones de DHA en la dieta mostraron una
tendencia similar a la concentracion en el musculo de los cuatro
tratamientos, es decir conforme disminuyé en la dieta respectivamente

también los hizo en el musculo (Figura 6f).

El aumento de los PUFAs totales del musculo de la serie n6, afecto la
relacion n3/n6 (P>0,05) la cual fue disminuyendo en cuanto aumentaba el
nivel de lupino en las dietas. A su vez, la relacion 18:1n9/DHA en el
musculo, aunque muestra valores significativamente semejantes (P>0,05)
entre los tratamientos dietarios, estos coeficientes fueron significativamente
mayores (P<0,05), al ser comparados con el valor inicial del musculo
(Tabla 7).
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Figura 6. Concentracion de algunos acidos grasos en musculo de trucha arco iris,
alimentadas con distintos niveles de Lupino albus. La concentracion de los acidos grasos
se expresa como g/100g de acidos grasos detectados.
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DISCUSION

Las proteinas alternativas son importantes candidatos para reemplazar la
harina de pescado especialmente en dietas de especies carnivoras.
Probablemente los vegetales son la alternativa mas ampliamente usada en
el reemplazo de la harina de pescado, no obstante ellas presentan algunos
inconvenientes tales como, no siempre presentan un alto nivel de proteina,
poseen baja palatabilidad, son deficientes en algunos aminoacidos vy
presentan algunos factores anti-nutricionales (Francis et al., 2001). Sin
embargo, la semilla de cultivos modernos domesticados de las especies
de Lupinus contienen insignificantes cantidades de alcaloides, lectinas e
inhibidores de tripsina; en términos generales ellas no requieren pre-
calentacion antes de ser usados como ingredientes en alimentos para
especies monogastricas (Petterson, 2000). Seguramente este ultimo
hecho, justifica en alguna medida que aun cuando se aumente
considerablemente el nivel de incorporacién del lupino entero en dietas
para truchas los resultados no se diferencian de los obtenidos en el
experimento del capitulo IV de esta tesis y son coincidentes con estudios
previos (De la Higuera et al., 1988; Hughes, 1991; Morales et al., 1994,
Burel et al., 1998; Burel et al. 2000; Carter y Hauler, 2000; Farhangi &
Carter, 2001; Glencross, 2001 y 2004).

La principal diferencia del presente estudio con los realizados por los
anteriores autores es la incorporacién de lupino a partir del grano entero
(con cascara). Las harinas de Ilupino sin cascara contiene
aproximadamente 39% proteina bruta (42% en base seca), 9,5% grasa
cruda y 30% polisacaridos no almidon, ellas tienen una alta energia
digestible para cerdos y peces teledsteos y una mas alta energia
metabolizable para pollos que las harinas con cascara (Petterson, 2000).
Sin embargo, en operaciones comerciales dificimente se alcanza la
separacion completa de grano de la cascara, o por una cuestion de

operacion y costo esta materia prima es usada en forma integral lo que sin
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duda reduce el valor nutricional y eventualmente los resultados productivos
pudieran verse afectados. Como manera de testear la fabricacion de
alimentos con lupino bajo condiciones industriales y ver el efecto de ellos
en los rendimientos productivos en trucha, en los experimentos del capitulo
IV y del presente estudio se utilizé lupino entero en el proceso de
fabricacion de las dietas. La incorporacion de 30, 40 y 50% de lupino
entero en dietas para trucha arcoiris, equivalente a un reemplazo de la
proteina de la harina de pescado de 25, 33 y 42% por proteina de harina
de lupino no afectd el desempefno de los principales parametros
productivos. Este estudio comprueba que el lupino tiene un gran potencial
para sustituir la harina de pescado en dietas de salmoénidos sin
comprometer el desempefio productivo, aun cuando se utilice como grano

entero.

En términos generales los crecimientos obtenidos por los peces
alimentados con lupino, independientes de su nivel de inclusién, son
similares a los conseguidos por la dieta control. Comparable con Moyano
et al. (1992) quien mostré que las dietas de trucha de arco iris que
contienen 500 o 700 g/kg lupino, los indices crecimiento, la aceptacion del
alimento y la utilizacion nutritiva fue similar a una dieta completa de harina
de pescado o aun alimento comercial para trucha. El mayor incremento de
peso fue alcanzado por los peces alimentados con la dieta con 40% de
incorporacion de lupino (L40). Del mismo modo, en el consumo de alimento
diario no se evidencio diferencia entre las dietas con altos niveles de lupino
hiciera suponer la presencia de factores antinutricionales, tal como
alcaloides. Las principales sustancias antinutrientes encontradas en la
semilla de lupino son varios alcaloides del grupo quinolizidina. Estos
compuestos amargos hacen a la semilla impalatable y a veces téxica
(Michael, 2003). La variedad de lupino utilizado en este trabajo
(Hamburgo), presento niveles de alcaloides de 0,012%, por lo tanto cae en
la denominacion de lupino dulce, es decir con niveles de alcaloides

menores que 0,05% (Petterson et al. 1997).
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La ganancia en peso generalmente decrece al incrementarse el nivel de
inclusion de proteinas vegetales debido al inbalance de algunos
aminoacidos. Lisina y metionina, por ejemplo, son aminoacidos esenciales
requeridos por los peces para sus funciones metabdlicas y crecimiento
normal (NRC, 1993; Luo et al., 2005), muchas proteinas de planta son
deficientes en estos aminoacidos, distintivamente estos son los primeros
aminoacidos limitados en las dietas que sustituyen la harina de pescado
por altos niveles de proteinas vegetales. EIl bajo contenido de metionina
(0.22 %) y de lisina (1.46 %) es tipico de las leguminosas tales como en
habas, soya y lupino (Petterson et al. 1997). Las carencias metionina
causan reducidos indices de crecimiento, ineficiencia en la conversion y
caida en la supervivencia (Goff y Gatlin, 2004). Por esta razén en dietas
que contienen altos niveles de proteinas vegetales, la suplementacion con
metionina y/o lisina es obligatoria a fin de no comprometer los parametros
productivos (Lunger et al. 2007). Los altos niveles de inclusién de lupino en
las dietas utilizadas en este experimento no afectaron los rendimientos
productivos como crecimiento, conversion y sobrevivencia. De acuerdo a
Farhangi & Carter (2001), Burel et al. (1998) y Glencross et al. (2004)
inclusiones de Lupinus angustifolius, Lupinus albus y Lupinus luteo
respectivamente, sobre un 40% en dietas suplementadas con aminoacidos,
disminuye la ganancia en peso en trucha arco iris. En este estudio, en los
tres niveles de inclusién de lupino las dietas fueron suplementadas con
metionina y Lisina; si bien numéricamente la ganancia en peso en el nivel
de inclusién de 50% fue menor que las restantes dietas, estadisticamente
no fue diferente. Coincidente con los anterior, Farhangi & Carter (2001)
observaron que la tendencia de la ganancia en peso generalmente
decrecia con los altos niveles de inclusion de lupino (Lupinus angustifolius)
descascarado, pero no encontré diferencias significativas con inclusiones
sobre el 40%. La razén de eficiencia proteica (PER) y el valor productivo de
la proteina (PPV) no se vio alterado por la inclusion de altos niveles de
lupino. Gouveia y Davies (2000) tampoco encontraron cambios en estos

parametros al incorporar hasta un 30% de harina de arveja en dietas para
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trucha arcoiris. La sustitucion de un 22% de la proteina dietaria con harina
de lupino cocida y expandida arrojo valores menores de PER (1,46 y 1,44,
respectivamente) y PPV (23,10 y 23,18, respectivamente) (Gouveia, et al,
1991). Al comprar varias dietas con ingredientes vegetales en Salmo salar,
Carter y Hauler (2000), encontraron PER y PPV menores con sustitucion
de 33% de Lupinus angustifolius (0,78 y 30,23; respectivamente), que los
alcanzados con harina de soya y arveja en los mismos niveles de
reemplazo (0,98-41,22 y 1,01-45,10; respectivamente). Ellos también
encontraron una correlacion altamente significativa entre PER y PPV
(r=0,86; P<0,001) desde que el alimento no provoque ningun cambio en la

composicidén quimica del cuerpo ni en la tasa de consumo de alimento.

La capacidad de la trucha arco iris de adaptarse rapidamente a las dietas
con proteinas vegetales (Refstie et al 1997), hace que los valores de SGR
alcanzados por los peces fueran relativamente altos (1,73 promedio para la
dietas L30 y L40), no obstante en la dieta de L50 este valor disminuyo
(1,59) aunque sin diferencia estadistica con las primeras. Todos estos
valores son menores a los reportados por Gouveia et al., (1993) y Morales
et al. (1994) al utilizar lupino en la dieta. Sin embargo, Glencross et al.
(2004) observo una significativa reduccion del crecimiento en trucha arco
iris con niveles de incorporaciéon de 50% de harina de Lupinus luteos en la

dieta.

Los TGC obtenidos en el experimento coincidieron con los valores
normales reportados en bibliografia para trucha arco iris, los cuales se
fluctian entre 0.153 y 0.203 (Bureau & Cho; 1999). Sustituciones con
lupino no han demostrado efectos significativos sobre el TGC (Glencross
et al., 2002). Dietas con altos niveles de lupinos (50% o mas) (Burel et al.
1998) balanceadas adecuadamente en aminoacidos esenciales igualmente
muestran una pequena caida en el crecimiento, en la eficiencia de
conversion y en el consumo diario, efecto numéricamente observado en

este estudio. Estas diferencias podrian atribuirse a la presencia de altos
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niveles de oligosacaridos, estos compuestos generalmente son a-
galactésidos homologos de la sacarosa. La semilla de lupino entera
contiene cantidades significativas de oligomeros de rafinosa, estaquiosa,
verbascosa y familias de sacarosa (Petterson, 2000). El nivel de a-
galactésidos en lupino puede variar de 70 a 120 g/kg de MS (Trugo y
Almeida, 1988). Estos compuestos pueden interferir con la digestién de
otros nutrientes, provocar efectos osmoticos en el intestino y causar
fermentacidén anaerobia de los azucares con incremento en la produccion
de gas (van Barneveld, 1999). Glencross et al. (2005), encontraron que el
nivel de procesamiento de las variedades de lupino y soya tienen una
significativa mejora en la mayoria de los parametros de la digestibilidad,
ellos encontraron que los mayores incrementos relativos de la digestibilidad
de la materia organica, energia y proteina fueron observados entre las
harinas sin cascaras y los concentrados de proteinas. En el presente
estudio, el proceso de extrusion de las dietas en el nivel de incorporacion
de 50% de lupino con cascara pareciera ser no suficiente para desactivar

todos los factores antinutricionales.

La composicion proximal de la carcasa de los peces al final del estudio,
pareciera no ser afectada por los altos niveles de inclusién de lupino, estos
valores son similares a los obtenidos en el experimento con bajos niveles
de lupino (capitulo IV), sin embargo en todos los niveles de inclusién, los
valores de las proteinas fueron mas altos a los encontrados en el
experimento de bajos niveles de inclusién (Capitulo 1V); mientras que en
los lipidos ocurre un efecto contrario, baja concentracion de lipidos en altos
niveles de inclusion de lupino y alto porcentaje de lipidos en los bajos
niveles de inclusion (capitulo IV).  Carter & Hauler, (2000) con diferentes
niveles de inclusion de concentrado de soya, lupino y arveja no encontro
cambios en la composicion del cuerpo en Salmo salar. Del mismo los
resultados de Gouveia et al. (1993) con trucha arco iris; Bérquez and
Alarcon (2002) y Bransden et al. (2001) en salmén del atlantico tampoco

encontraron cambios en la composiciéon del cuerpo, aun cuando ellos
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utilizaron niveles inferiores de inclusion de harina de lupino. Sin embargo
Burel et al., (1998) observé una alta deposicion de grasas en trucha arco

iris con un 50% de incorporacion de lupino en la dieta.

Los valores de energia digestible en este estudio fueron estadisticamente
similares entre las dietas. La digestibilidad de la energia y de los nutrientes
puede ser fuertemente afectada por la naturaleza, composicién vy
tratamiento realizado a una materia prima en particular. Asi por ejemplo, la
digestibilidad de la materia seca y de la energia para las leguminosas es
usualmente mejorada cuando |la cascara y otros componentes
carbohidratados son removidos. El lupino descascarado mejora la
digestibilidad de todos los nutrientes, pero la extrusion no tiene efecto
significativo en la harina de lupino porque no contiene almidon o
antinutrientes termolabiles (Allan and Booth, 2004). La relacion PD/ED en
las dietas evaluadas no mostré diferencias significativas entre ellas (Tabla
7) pero sus valores fueron ligeramente inferiores a lo recomendado (22 a
25 g/MJ) por Cho y Kaushik (1990).

La digestibilidad aparente de las dietas no fue alterada conforme
aumentaba el nivel de lupino, del mismo modo los valores de digestibilidad
entre las dieta con altos o bajos niveles de incorporacién de lupino
(capitulo 1V) no variaron significativamente entre ellos, ni con la dieta
control libre de lupino. Los valores obtenidos son similares a los
observados en salménidos cuando se incorpora diferentes niveles de
lupino (Gouveia et al. 1993; Carter et al., 2000; Glencross et al., 2004a;
Glencross et al., 2004; Drew et al., 2007). Ademas, Carter y Hauler (2000)
encontraron valores de digestibilidad similares en trucha arco iris con nivel
de inclusién de 21 y 31% de concentrado proteico de Lupinus angustifolius.
A pesar de que la energia digestible (ED) de leguminosas en peces es
considerada baja debido a su alto contenido de carbohidratos (Morales et
al., 1994); los valores obtenidos en el presente estudio, probablemente

justificado por los altos valores de CDA de carbohidratos, son similares a
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los reportados por Gomes et al. (1993) en trucha arco iris para dietas con
diferentes niveles de incorporacién de colza y arvejas. El uso de dietas
con altos niveles de leguminosas y cereales ricos en almidén puede tener
efectos adversos sobre el higado de los peces, después de largos periodos
de alimentacién, debido a un incremento de los depdsitos de glicbgeno
(Russell et al., 2001). Dentro de las leguminosas el lupino posee niveles de
almidon y azucares libres insignificantes (14 y 77g/Kg de MS,
respectivamente) (van Barneveld, 1999), como respuesta Farhangi &
Carter (2001) sugieren una mayor actividad gluconeogénica con el
incremento en los niveles de inclusion de lupino. ElI aumento de la
gluconeogénesis, ha sido explicado por la baja digestibilidad de
carbohidratos (Brauge et al., 1994), sin embargo los valores de
digestibilidad de carbohidratos de las dietas con altos niveles de lupino
fueron significativamente altos y comparados a los obtenidos en dietas
comerciales para trucha arco iris. Por otro lado los indices
hepatosomaticos medidos en este estudio fueron similares entre todos los
tratamientos, lo que hace suponer que no hubo acumulaciones

significativas de glucégeno o lipidos que hicieran variar este indice.

Lupinus albus sin cascara puede ser incluida en dietas de trucha de arco
iris hasta un nivel de 500 g/kg sin la pérdida en el indice de crecimiento y
con significativo aumento en la retencion de fésforo (Glencross, 2004).
Este mismo efecto fue observado en el presente estudio, las dietas L40 y
L50 tuvieron una significativa retencion del fésforo respecto a la dieta L30,
mecanismo que pareciera independiente de la presencia de la cascara en

la materia prima.

En términos generales la histologia del higado no mostré diferencia entre
las dietas con lupino ni con el control, tampoco se observé sobrecarga
lipidica significativa en las células hepaticas conforme aumenta el nivel de
incorporacion de lupino, estas observaciones son coincidentes con

Robaina et al. (1995) en Sparus aurata con niveles de incorporacion de
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lupino hasta un 30%, no obstante no se observd pequefios gotas de
lipidos ni reduccion de los depdsitos de glicogeno en el citoplasma. De
acuerdo a Rusell et al. (2001) el efecto de la inclusién dietaria de
leguminosas se caracteriza por un aumento en los deposito de lipidos y
una disminucién del glicégeno del citoplasma. La deficiencia en HUFA
dietario y una alta densidad de cultivo podrian provocar un aumento en de
los depadsitos lipidicos del higado (Montero et al., 2001 y Caballero et al.,
2002). Sin embargo, alteraciones de esta naturaleza pueden hacer variar el
HSI, como se comentd anteriormente, este indice no mostr6 aumento
significativo respecto al valor inicial, es mas, en los peces alimentados con

las dietas L40 y L50 disminuy®.

El estudio histolégico no revelé cambios morfolégicos evidentes de la
mucosa intestinal en los peces alimentados con la inclusidn creciente de
harina de Lupinus Albus. Sin embargo, al comparar la morfologia celular
del epitelio intestinal del intestino medio en los tratamientos L40 y LS50
aparece en la mayoria de los peces citoplasma menos basdfilos, es decir
con escasa tincion, desplazamiento nuclear distal y abundante gotas
lipidicas, aun cuando en algunas muestras no fue observada esta
situacién. No obstante, pudiera ser causada por el nivel de inclusion del
lupino. Varios autores han reportado cambios morfolégicos de la mucosa
intestinal distal de salmoénidos cuando se utilizan ingredientes de origen
vegetal, estos cambios se traducen en un acortamiento de los pliegues de
la mucosa; pérdida de vascuolizacion supranuclear normal de las células
absorbentes del epitelio intestinal; ensanchamiento del estroma central
dentro de los pliegues de la mucosa, con un aumento del tejido conectivo;
y una profunda infiltracién de células inflamatorias en la lamina propria
(Refstie et al. 2000; Storebakken et al., 2000b). Sin embargo, estos
cambios han sido reportados cuando los salmonidos son alimentados con
concentrado de proteina de soja producido con extracto de alcohdlicos o la
presencia de saponinas de corteza de quillazo. Escasa informacion existe

del efecto de otros vegetales sobre la mucosa intestinal, solamente existen
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reportes de alteraciones de la mucosa intestinal con Lupinus angustifolius y
Lupinus luteos. Farhangi y Carter (2001) encontraron una minima
tendencia de acortamiento de las vellosidades intestinales proximales de
trucha de arco iris (Oncorhynchus mykiss) con la inclusion creciente de
harina de Lupinus angustifolius en la dieta, pero no evaluaron
histolégicamente otras secciones del intestino. También, Glencross et al.
(2004) no encontraron ningun efecto por la incorporacion de harina de
lupino amarillo (Lupinus luteus) sobre la histologia del intestino en la
trucha de arco iris, aunque el lupino causa un peso gastrointestinal relativo
ligeramente mas alto que otras materias vegetales. Glencross et al (2006)
examind la influencia del alcaloide gramina, en dietas para la trucha de
arco iris, las conclusiones del estudio muestran que por encima de un
umbral critico de 500 g/kg, el alcaloide tiene un fuerte efecto antipalatable.
Sin embargo, no encontré pruebas histolégicas para definir un efecto
toxico. Por otra parte, Refstie et al. (2006) evaluaron la funcion digestiva e
integridad intestinal en salmoén Atlantico (Salmo salar) alimentados harina
de grano y concentrados de proteina de Lupinus luteos y Lupinus
angustifolius y observaron lesiones parecidas a una ulcera en el estbmago
de los peces de todos los grupos evaluados, sin embargo presentan

sospechas del nivel de afejamiento de la harina de pescado utilizada.

Estudios de panel de degustacion con el salmén Atlantico y la trucha arco
iris han establecido que el nivel de lipidos influye enormemente en algunos
atributos importantes de calidad de los alimentos, como el sabor y la
textura, asi como, en la total aceptacion del pescado (Katikou et al, 2001).
Estos atributos estan estrechamente relacionados con la naturaleza,
composicidon y nivel de oxidacion de los acidos de que constituyen esos
lipidos. Del mismo modo la distribucion de lipidos en el musculo varia
ampliamente con la especie, tipo de musculo y parte de musculo de que
se trate. Katikou et al. (2001), mostré que el salmoén del Atlantico presenta
un amplio rango de variaciéon en el contenido de lipidos y humedad en

localizaciones especificas del filete. En el presente estudio los analisis de
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hicieron a partir del filete total de cada pez, por lo tanto los resultados
representan la composicion promedio de lipidos y acido grasos del

musculo.

La composicion de acidos grasos en el musculo de trucha arco iris esta
directamente relacionada al perfil de acidos grasos en las respectivas
dietas. (Bell el al., 2001; Montero et al., 2001; Caballero et al., 2002;
Nanton et al, 2007). Las inclusiones de vegetales en las dietas, sobre todo
las tortas de oleaginosas, pueden tener un pequeio impacto en la
composicion del perfil de acidos grasos del musculo, incluso en altos
niveles de inclusion. Los lipidos dentro de las tortas representan una
pequefia fraccion, generalmente no sobrepasan el 8%. En el presente
estudio, en las dietas L30, L40 y L50, el aporte de la harina y aceite de
pescado representa 87, 83 y 80% del total de los lipidos de la dieta
respectivamente. Los ingredientes alternativos (lupino, maravilla y pluma)
aportan sélo 13, 17 y 20 %, respectivamente. Mientras que el lupino con
un nivel de 7,4% lipidos en la materia prima aporta las respectivamente a
las dietas 10, 14 y 17% del total de lipidos, expresado en porcentaje de la
dieta esto es 2,2; 3,0 y 3,7%. A pesar de que la cantidad de lipidos
aportada por el lupino pudiera ser algo mas significativa que en el
experimento con bajos niveles de lupino (Capitulo 1V), su elevada
proporcion de acidos grasos de la serie n-6 podria desequilibrar la relacion
n-3/n-6 (Robaina, 1998). Este coeficiente en el musculo, se ve ligeramente
afectado por las dietas, por la abundancia de PUFA de la serie n-3
aportado por el aceite y harina de pescado y en parte compensado por la
semilla de lupino, la cual contiene un 9% de acido linolénico (Masson &
Mella, 1985; Petterson et al., 2000). Los resultados obtenidos en este
estudio, son coincidentes a los reportados al utilizar otras harinas
vegetales, en los que se observa una reduccién de la relacién n3/n6,
producto de un incremento del 18:2n6 como también de un decrecimiento

en el porcentaje de n3 PUFA (Gomes et al., 1993).
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Al igual que en el experimento con bajos niveles de lupino en la dieta
(Capitulo IV) se observa que al incrementar la inclusiéon de lupino en las
dietas, se advierte una ligera disminucion en el porcentaje total de SAFA,
aunque no estadisticamente significativa. Esto se explica por la reduccion
del acido palmitico en las dietas con niveles mas altos de lupino, resultado
coincidente con Gomes et al. (1993) al usar sustitucion creciente de colza

en dieta para trucha arco iris.

Similarmente a lo observado en el experimento con bajos niveles de lupino
(Capitulo 1V). Las concentraciones de MUFA en el musculo se incrementan
al utilizar lupino en el alimento, esto se explica porque los ingredientes
vegetales son ricos en 18:1n9 (Gomes et al., 1993; Guillou el al., 1995; Bell
el al., 2001; Caballero el al., 2002). Esta acumulaciéon es consecuencia de
la limitada capacidad de desaturar este acido graso en presencia de altos
niveles dietarios de 18:3n3 0 18:2n6 (Storebakken et al., 2000b; Montero et
al., 2001). Lo curioso es que en los experimentos con bajos y altos niveles
de lupino se repite el mismo el efecto; las dietas presentan una mas alta
concentracion del isomero Cis del 18:1n9 (acido oleico) mientras que en el
musculo la situacion se revierte y el isomero mas abundante del 18:1n9 es

el Trans (acido elaidico).

En general, el reemplazo de harina de pescado con proteinas de origen
vegetal (ricas en acidos graso n6) en dietas para trucha arco iris, tiene
como resultado la disminucion del nivel de acidos grasos de cadena larga
(eicosapentaenoico, EPA y docosahexaenoico, DHA) y el aumento de los
acidos grasos de 18C (oleico, linoleico, linolénico) en los tejidos de este
salmoénido (Gomes et al. 1993; de Francesco et al. 2004). Este incremento
se deberia a una competencia enzimatica entre el 18:2n6 y 18:3n3
(Storebakken et al., 2000b), de manera que al existir una alta cantidad de
18:2n6 en la dieta provoca una baja actividad de desaturacion para la serie
n3 y un aumento de los n6 PUFA totales en el musculo. En el presente

estudio, se observa claramente este hecho respecto de la dieta control
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LOO, embargo los niveles de inclusion en las dietas L30, L40 y L50 no
mostraron diferencias entre ellas (Tabla 8). Los niveles de 20:4n6 variaron
entre los tratamientos pero sin diferencias significativas, este
comportamiento manifiesta una carencia en la conversion del 18:2n6 a
20:4n6, producto de la competencia entre los PUFA de la serie n3 y n6 por
las vias de saturacion del higado (Storebakken et al., 2000b, Bell et al.,
2001).

Un indicador de la deficiencia de EFA dietaria usado comunmente en
peces es la relacion 18:1n9 /DHA (Furuita et al., 1996; Montero et al.,
2001). No obstante, aunque los coeficientes fueron estadisticamente
similares en todos los tratamientos, incluido el control, los valores fueron
superiores a los calculados inicialmente, siendo mayores a 1.0, lo cual en
peces marinos, evidencia un déficit en los EFA dietario (Furuita et al., 1996;
Montero et al., 2001), resultado de la utilizacién de insumos vegetales en la
fabricacion de los alimentos, al elevar los niveles de acidos eicosatrienoico
y oleico (Watanabe, 1982).

Los productos de la industria salmonicultora chilena son de una alta calidad
nutricional, caracterizados por la abundancia de HUFA de la serie n3 y una
alta relacién n3/n6 PUFA. Es por lo tanto que productores y consumidores
desean minimizar cualquier efecto desfavorable, que surge al incluir
ingredientes vegetales, en términos de crecimiento y salud de los peces
(Bell et al., 2001), ademas de los efectos benéficos para la salud humana,
tales como prevencion de enfermedades cardiovasculares (Corraze, 1999).
Al utilizar la composicion de acidos grasos, como un indicador de la calidad
de la carne para el consumo humano, el uso de la harina de lupino entera
hasta un nivel de inclusién de 50%, no alter6 de forma significativa su

calidad nutricional respecto a la dieta control.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

1. La trucha arco iris y el salmén poseen un sistema digestivo muy similar,
sin embargo la utilizacion digestiva del Ilupino es diferente

independiente del tratamiento aplicada a este.

2. Pareciera ser que el salmon del Atlantico es mucho mas rustico o
menos sensitivo a la naturaleza del lupino cuando se evalla su
digestibilidad como ingrediente, sin embargo cuando se evalla la
digestibilidad de la dieta con inclusion del lupino independiente del
tratamiento aplicado, aparece la trucha arco iris con una mayor

capacidad en la utilizacion digestiva de la dieta.

3. El calor himedo y la micronizacién aplicada a la harina de lupino
provocaron resultados diferentes en la digestibilidad aparente de las
dietas en la trucha arco iris y el salmén del Atlantico, esto
indirectamente explica que los tratamientos indujeron cambios en la

materia prima que no son evidenciados por los analisis proximales.

4. La inclusion de bajos y altos niveles de lupino blanco en la dieta no
mostréo cambios significativos en indices productivos de la trucha arco
iris. EI SGR, FCR, el consumo de alimento diario y la sobrevivencia no
presentaron cambios significativos respecto de las dietas sin inclusion

de lupino.

5. La inclusién de la harina de lupino en bajos niveles, no afecté en forma
significativa la composicion proximal de los peces. Sin embargo, en la
inclusién de altos niveles de lupino, todos tratamientos presentan un
aumento en el contenido de materia seca y una disminucion en el
contenido de lipidos y cenizas, respecto a la composicion corporal

inicial.

172



Capitulo VI, Conclusiones generales

10.

11.

Al comparar la estructura de los hepatocitos de los peces iniciales con
la de los peces al final del ensayo se puede observar que en todos los
tratamientos se presentan lesiones por la infiltracion grasa de los
hepatocitos. Aunque leves esta fue mucho mas evidente en las dietas

con bajos niveles de lipidos.

En términos generales, la histologia del intestino medio de los peces
alimentados con las dietas con altos niveles de lupino no presento
evidencias claras de cambios entre la histologia inicial y final para los

distintos tratamientos.

Los coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) de las dietas
evaluadas con bajos y altos niveles de lupino no mostraron diferencias

significativas entre ellas ni con la dieta control sin lupino.

La incorporacion de los diferentes niveles de lupino entero en las
dietas, no mostré cambios significativos de los acidos grasos saturados
totales (SAFAs) del musculo. Si bien el nivel de SAFAs en la dieta
muestra una tendencia a disminuir en cuanto aumenta el nivel de lupino
en la dieta, ésta no se reflejo en la composicion del musculo al final del

experimento,

Los acidos grasos mono-insaturados (MUFAs) en el muasculo de la
trucha arco iris mostraron una tendencia a incrementar conforme

aumenta el nivel de incorporacion de lupino en las dietas.

Niveles crecientes de incorporacién de lupino en las dietas tienden a
disminuir la concentracion total de &cidos grasos poli-insaturados
(PUFAs) del musculo, aunque estas concentraciones no fueron
significativamente diferentes entre los tratamientos. La concentracion
total de acidos poli-insaturados de la serie n-6 en el musculo present6
diferencias significativas entre los distintos tratamientos; la dieta LOO

fue siempre significativa menor.
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12.

13.

14.

Al utilizar la composicion de acidos grasos, como un indicador de la
calidad del filete para el consumo humano, el uso de la harina de lupino
entera hasta un nivel de inclusion de 50%, no alter6 de forma

significativa su calidad nutricional.

Finalmente, la inclusidén de lupino entero no provoca problemas en el
proceso de extrusion de las dietas ni alteraciones nutricionales o de

calidad de producto final.

Los resultados de esta tesis avalan que la harina de lupino blanco es
un excelente ingrediente para el reemplazo parcial de la harina de
pescado. Sin embargo, el balanceo de aminoacidos esenciales,
especialmente metionina y lisina, debe ser cuidado en inclusiones
hasta 50%.
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	1.3.2. Proteínas organismos unicelulares 
	1.3.3. Proteínas de origen vegetal 
	1.3.3.1. Harinas de Oleaginosas 
	1.3.3.2. Harinas de Cereales 


	1.7. Proyecciones y contribuciones del estudio 
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	2 MATERIAL Y MÉTODOS GENERALES 
	2.1 Experimentos de digestibilidad 
	 
	2.1.1 Estanques de cultivo 
	2.1.2 Incorporación de marcador inerte 
	2.1.4 Alimentación y colección de heces 
	2.1.5 Ecuaciones para el cálculo de digestibilidad 
	Determinación de Coeficientes de Digestibilidad Aparente: para la determinación de los coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) se utilizó un método de determinación indirecto con Cr2O3 (1,0%) (De la Higuera et al., 1988). 
	Incremento en Peso = Peso final – Peso inicial 

	2.3 Análisis químicos 
	2.3.1 Análisis proximal 
	Humedad: la humedad de las muestras se determinó por desecación en estufa a 105ºC hasta peso constante.  
	 
	Cenizas: fue determinado mediante calcinación de la muestra en horno mufla a 550°C por tres horas, hasta obtener masa constante. 
	Proteínas: el contenido de proteínas (%N x 6,25) se determinó a partir de la composición del nitrógeno total de las muestras, mediante la técnica de Kjeldhal. El método consistió en la digestión de las muestras con ácido sulfúrico concentrado a 400ºC a la que se adicionó un catalizador. Seguido de una destilación con Na(OH) al 40% en presencia de una solución indicadora con ácido bórico al 4%. Por último se realizó una titulación con HCl 0,1 N. 
	Lípidos: El contenido de lípidos totales de la muestra se determinó mediante el método de extracción en caliente de grasa, con equipo Soxhlet usando éter de petróleo (40–60º).  
	Fibra: el contenido de fibra se determinó mediante una digestión ácida de las muestras desgrasadas con H2SO4, seguida de una digestión básica con NaOH. A continuación se secó el residuo obtenido en una estufa a 105ºC hasta peso constante, se pesó y calcinó a 550ºC durante 30 minutos en mufla. Finalmente se pesó el residuo restante. 

	 
	Determinación del  óxido de cromo (Cr2O3): el porcentaje de óxido de cromo contenido en las muestras de alimento y heces se determinó mediante digestión de las mismas con ácido nítrico y perclórico concentrados, evaluando en espectrofotómetro a 550 nm la coloración amarilla obtenida como consecuencia de la solubilización del cromo (AOAC, 1995). 

	2.3.5 Análisis energético 
	Determinación de energía bruta: la energía bruta de las dietas y heces fue determinada mediante el cálculo indirecto del valor calórico aportado por la completa combustión de proteínas, lípidos y carbohidratos de las dietas que corresponden a 23,6; 39,5 y 17,2 kj/g respectivamente (De la Higuera et al., 1988). 
	Determinación de energía digestible: de acuerdo a De la Higuera et al. (1988), para el cálculo de energía digestible del alimento se utilizaron los valores de digestibilidad del alimento, la composición proximal del alimento y los valores calóricos estándar de cada macro nutriente.   
	Relación proteína digestible y energía digestible: para este cálculo se utilizaron los valores de digestibilidad de las proteínas y la energía digestible de cada dieta (De la Higuera et al., 1988). 
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