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RESUMEN

RESUMEN

Utilizacion Nutritiva de Fuentes Proteicas Alternativas a la Harina de Pescado en
Dietas de Engorde para Dorada (Sparus aurata).

En los ultimos 30 afios la Acuicultura ha experimentado un gran desarrollo, con el fin
de abastecer a una poblacion en continuo crecimiento, con unas demandas cada vez mas altas
de pescado. Desde un punto de vista nutricional, la proteina es el ingrediente dietario mas
importante en los piensos para peces (30-60% del peso seco), siendo en la actualidad la
harina de pescado la fuente proteica utilizada en mayor proporciéon en los mismos. La
produccion de harina de pescado viene determinada por el nivel de recursos disponibles. En
este sentido, la produccion de harina y aceite de pescado se prevee que descienda
bruscamente hacia el afio 2000 mientras que, para ese mismo afio, se estima una duplicacién
de la cantidad de harina de pescado necesaria en la produccion de dietas para acuicultura, de
seguir los piensos las formulas actuales.

Actualmente, diferentes equipos de investigacion concentran sus esfuerzos en la
seleccion de ingredientes proteicos alternativos, tanto de origen animal como vegetal, con los
que sustituir parcialmente la cantidad de harina de pescado a incluir en los alimentos para
peces. Ello permitiria no sélo la posibildad de abaratar costes sino, 1o que quiza es mas
importante, aseguraria el suministro a los productores acuicolas de piensos de calidad elevada
y relativamente estable, no dependientes de los problemas de suministro, calidad y fluctuacién
de precios de las harinas de pescado.

Dentro de este contexto, en el presente trabajo se estudia la utilizacién nutritiva de
niveles crecientes de cuatro fuentes proteicas, harina de soja, harina de altramuz, harina de
gluten de maiz y harina de carne y huesos, alternativas a la harina de pescado en dietas de
engorde para dorada, especie que junto con la lubina ha experimentado el mayor crecimiento
del sector en los Gltimos 20 afios en Europa.

De manera general, los resultados muestran que, a los niveles de sustitucion ensayados,
las cuatro fuentes proteicas presentan tanto una buena utilizacion nutritiva como digestiva
por los peces. Sin embargo, implicaciones a nivel histologico y aumentos en los niveles de
excrecion amoniacal al medio, limitan el nivel de inclusion de alguna de las harinas utilizadas
en dietas para esta especie. ’
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

1.1.EL CULTIVO DE DORADA. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA
NUTRICION DE ESTA ESPECIE.

La demanda de pescado y otros productos acuicolas ha experimentado un incremento
mundial particularmente pronunciado en Europa y otras areas desarrolladas. Durante el
periodo 1967-1989, el consumo mundial aparente de productos pesqueros ‘se ha
incrementado aproximadamente de 10 a 13 kg per cépita y afio (RHODES, 1993), sin
embargo, la productividad total del océano es limitada, considerandose un maximo sostenible
estimado de 150 millones de toneladas métricas (Tm) por afio, probablemente s6lo suficiente
para suministrar el 10% de la proteina necesaria para el sostenimiento de la poblacién
mundial (MORROW, 1992). En base a este déficit en el suministro de productos del mar con
el que abastecer a una poblacién en continuo crecimiento, la acuicultura ha experimentado
un gran auge en los Gltimos 30 afios. Esto ha sido posible gracias al enorme esfuerzo
dedicado a la investigacion, al desarrollo de nuevas tecnologias, a la introduccidn de un
namero considerable de especies nuevas y a la gran inversion realizada en los sectores publico
y privado. Asi, en 1990 la produccién mundial en acuicultura llegé a duplicar la produccién
que habia en 1975 (RHODES, 1993).

Las Naciones Unidas, a través de su Organizacion para el Alimento y la Agricultura
(FAQ), han estimado que la demanda de peces y crustaceaos cultivados podria incrementarse
de 5 a 11 millones de Tm entre los afios 1986 y 2000 (FAO, 1987).

Aunque todavia las especies mas tradicionales producidas en acuicultura tales como la
carpa, la trucha, anguila y otros peces de agua dulce suponen més del 80% de la produccién
global, durante los tltimos 20 afios en Europa la produccion se ha diversificado hacia otras
especies, como el salmén, rodaballo, dorada y lubina. Las empresas dedicadas al cultivo de
estas dos Ultimas son las que han experimentado el mayor crecimiento en el sector, con una
produccién que sobrepasé las 14000 toneladas en 1992 (SWEETMAN, 1993), estimandose
en unas 35000 toneladas para 1995 (STEPHANIS y DIVANACH, 1993).

La dorada, Sparus aurata L., es un pez carnivoro marino tipico de aguas templadas,
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INTRODUCCION

siendo la temperatura 6ptima para su desarrollo del orden de 23 a 25 °C. Es, por tanto, una
especie que a nivel comercial presenta un gran potencial para el desarrollo de su cultivo en
regiones calidas, encontrandose éste bien desarrollado en los paises riberefios del
Mediterraneo (principalmente en Espafia, Francia, Italia, Grecia e Israel), y en clara expansion
en otros como Turquia, Tunez y Marruecos, en la region suratlantica de la Peninsula Ibérica
y Canarias. Hoy en dia existen en Espafia diversas explotaciones de dorada, tanto de caracter
semiintensivo en estanques en tierra (esteros), como intensivo (bien en jaulas flotantes o bien

en estanques en tierra).

Los datos de produccién industrial, publicados por la Secretaria General de Pesca
Maritima del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, indican que de un total de
2753.5 Tm de peces marinos cultivados en Espafia en 1991, 1072.9 Tm (el 38.96%)
correspondieron a dorada, que es desde 1988 la especie ictiologica mas cultivada en nuestro
pais. En 1991 Espafia produjo €l 20% de las 6000 Tm de esparidos (fundamentalmente
dorada) que se estima se comercializaron en el mercado europeo (IEQ, 1992; FLOS, 1992).
Por lo que respecta a Canarias, existen cinco empresas dedicadas al engorde de dorada, con
una produccion aproximada a las 300 Tm en 1992.

A nivel comercial, el principal objetivo de la produccion de peces es el de maximizar el
crecimiento y la supervivencia al minimo costo (KNIGHTS, 1985), siendo condicién
necesaria la optima satisfaccion de los requerimientos fisiologicos y metabdlicos de los
organismos objeto de cultivo, proveyéndolos de unas condiciones ambientales favorables y
alimentandolos con dietas adecuadas (STEFFENS, 1987). Sin embargo, una de las
principales limitaciones para el desarrollo de la acuicultura la suponen el coste y la
disponibilidad del alimento (JAMES, 1992). Puesto que la alimentacién representa uno de
los mayores gastos en la produccion intensiva de peces, el desarrollo de dietas comerciales
capaces de satisfacer los requerimientos de la especie cultivada bajo unas condiciones
determinadas y con el menor coste posible, es considerado como uno de los principales
objetivos en las investigaciones en acuicultura (TIEWS et al., 1979; HARDY, 1989).

El conocimiento sobre las necesidades nutricionales de la dorada es muy limitado,
basandose una gran parte de ellos en los determinados para la dorada japonesa, Chrysophrys
major. Las primeras investigaciones fueron encaminadas a determinar los requerimientos
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INTRODUCCION

cuantitativos de proteina, encontrandose que era necesario un nivel del 40% para el
crecimiento optimo de peces de 3 g (SABAUT y LUQUET, 1973). Los mismos autores
determinaron los niveles minimos necesarios para cinco aminoacidos esenciales expresados
como porcentaje de la proteina dietaria: arginina <2.6, lisina 5.0, metionina + cistina 4.0 y
triptofano 0.6 (LUQUET y SABAUT, 1974). Posteriormente, los requerimientos de proteina
determinados para esta especie en alevines de 0.8 g y juveniles de 60 g de peso medio inical
fueron de 55% y 42% respectivamente (VERGARA, 1992); este autor sugiere que las
diferencias de resultados con trabajos anteriores fueron debidas posiblemente a la utilizacién
de distintas técnicas para el analisis de los datos obtenidos. KISSIL y KOVEN (1987),
ensayaron dietas semipurificadas y purificadas para dorada encontrando que la adicién de
suplementos aminoacidicos a dietas base con caseina como fuente de proteinas, mejoraba el
crecimiento. Otros estudios (YONE y FUJIL, 1975a; KANAZAWA et al., 1979, YAMADA
et al., 1980) sugieren que la dorada, al igual que la dorada japonesa, parece utilizar mejor
aceites de origen marino (KOVEN y KISSIL, 1984). En este sentido, MARAIS y KISSIL
(1979) no encontraron una mejora en el crecimiento cuando usaron aceite de soja como
principal fuente de lipidos, ni tampoco KALAGEROPOULOS et al. (1992), quienes
sustituyeron el aceite de pescado por aceite de maiz. De todo ello se deduce que esta especie
necesita acidos grasos poliinsaturados de mas de 20 carbonos de la familia del linolénico, n-3
HUFA. El requerimiento de 4cidos grasos esenciales para los alevines y juveniles de esta
especie se estima entre 0.9 y 1.9 % respectivamente de n-3 HUFA (KALAGEROPOULOS
et al., 1992; IBEAS et al., 1994).

KISSIL y GROPP (1984) mostraron que la mejor relacion proteina/energia (P:E) para
doradas de 45 g era de 25 mg/kj (40% proteina / 5% lipidos), y 23 mg/kj (44/10) para
alevines de 3 g. Posteriormente, PEREIRA et al. (1987) obtuvieron para esta misma relacion
un valor de 51/14 para doradas de 1 a 6 g. Finalmente, en el area de los requerimientos
vitaminicos se dispone sélo de informacion sobre aquellos para piridoxina (Vit. B6), 3 a 5
mg/kg de dieta seca (KISSIL, 1981). ‘

Aparte de estas investigaciones muy poco mas se sabe sobre los requerimientos dietarios
para dorada, siendo sus piensos comerciales formulados, como ocurre en otras especies
cultivadas, en base a los requerimientos establecidos para salmonidos.
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INTRODUCCION

1.2. IMPORTANCIA DE LAS PROTEINAS EN LA DIETA DE LOS PECES.

El valor de una dieta depende de los niveles y disponibilidades de mas de 40 nutrientes
necesarios para los peces. Entre ellos, las proteinas constituyen el material organico mas
abundante en el tejido de los peces, representando entre un 65-75% del total corporal en peso

seco (HALVER, 1989).

Las necesidades de proteinas y aminoacidos para los peces han sido revisadas por
diferentes autores (NRC, 1977, HALVER y TIEWS, 1979, TACON y COWEY, 1985). En
general, los peces necesitan un alto contenido de proteinas en la racion que oscila entre un
35-55%, o lo que es lo mismo, un equivalente del 45-75% del contenido en energia bruta de
la dieta deberia estar incluido en forma de proteina (TACON y COWEY, 1985).

Cuando se formula un pienso comercial para peces carnivoros cultivables, la proteina
como componente dietario tiene una especial relevancia tanto cuantitativa como
cualitativamente. En este sentido, establecer los requerimientos de proteina en la dieta de la
especie a cultivar (minimo nivel de proteina expresado como porcentaje del peso seco de la
dieta que produce un maximo crecimiento, PANDIAN y VIVEKANANDAN, 1985), es
esencial para poder disefiar un pienso artificial bien equilibrado con el que obtener una
alimentacién rentable (DE LA HIGHERA, 1989).

Estudios previos indican que las necesidades de proteina varian entre las diferentes
especies de peces y dentro de la misma especie, segtin las diferentes fases de desarrollo del
pez (DELONG et al., 1958; OGINO y SAITO, 1970, COWEY et al., 1972; NOSE y ARAI,
1972; SABAUT y LUQUET, 1973; SATIA, 1974, DABROWSKI, 1977), y que la fuente
de energia asi como el nivel energético de las dietas afectan a la eficacia de utilizacion de las
proteinas (COWEY et al., 1975; ADRON et al.,, 1976; GARLING y WILSON, 1976;
OGINO et al., 1976).

El valor energético de una dieta para el pez es especialmente dificil de definir, debido a
las interacciones que ocurren entre los nutrientes derivados del alimento, después de que
hayan sido absorbidos desde el tracto digestivo. Sin embargo, es particularmente importante
definir el valor energético de la dieta ya que distintos autores afirman que los peces regulan
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INTRODUCCION

su ingesta alimenticia en funcion de satisfacer sus requerimientos energéticos. De esta forma,
la ingesta de todos los nutrientes se vera regulada por el nivel de energia disponible de la
dieta (WATANABE, 1988).

Los estudios sobre los requerimientos Optimos dietarios de proteina para los peces son
complicados, ya que éstos se ven afectados por por la composicion de las dietas y las
condiciones experimentales (MAZID et al., 1979). En realidad, como mostraron WILSON
(1985), WILSON y HALVER (1986) y HALVER, (1989), los peces como otros animales
no tienen un requerimiento de proteina "per se", sino un requerimiento por una mezcla bien
equilibrada de aminoacidos disponibles a partir de la dieta mediante la digestion de las
proteinas.

La proteina consumida por los peces es hidrolizada en aminoacidos, los cuales son
absorbidos en el tracto intestinal y usados por varios tejidos para sintetizar nuevas proteinas.
Por otra parte, los aminoacidos en exceso son utilizados como fuente de energia. Por ello,
niveles en defecto de proteina en la dieta resultan en una reduccion del crecimiento e incluso
una pérdida de peso. En contraposicion, cuando la dieta contiene proteina en exceso s6lo una
parte es usada para sintesis proteicas, siendo el remanente degradado para obtener energia
(WILSON y HALVER, 1986).

De entre los 20 aminoacidos existentes en la naturaleza, una serie de ellos no pueden ser
sintetizados "de novo" por el organismo debido a la complejidad de sus esqueletos
carbonados, por lo que deben ser aportados continuamente en la racion, correspondiéndoles
el nombre de aminoacidos esenciales o imprescindibles (NOSE et al., 1974). COWEY
(1979) ha revisado los requerimientos de aminoacidos de los peces, concluyendo que todos
los peces estudiados requieren los mismos diez aminoacidos esenciales (arginina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenelalanina, treonina, triptéfano y valina), variando s6lo
ligeramente los requerimientos cuantitativos de los mismos entre las diferentes especies.

Los aminoacidos esenciales mas criticos son la lisina, metionina y cistina, treonina y
arginina. En general se ha podido comprobar que si los requerimientos para estos
aminoacidos son satisfechos, los otros aminoacidos esenciales estaran probablemente en
exceso (AKIYAMA, 1988).
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La determinacion cuantitativa de los requerimientos en aminoacidos resulta complicada,
puesto que existen interacciones entre ellos, asi como con otros compuestos (STEFFENS,
1987). Para asegurar un aporte 6ptimo al organismo, los aminoacidos, esenciales y no
esenciales, deben hallarse en una determinada relacion mutua. Si ciertos aminoacidos se
encuentran presentes en exceso en la racion, se originan trastornos metabolicos (desequilibrio
aminoacidico) que en casos extremos pueden incluso ocasionar estados de toxicidad
(BERGNER y KETZ, 1969 en STEFFENS, 1987).

De los aminoacidos esenciales dos de ellos, metionina y fenilalanina, pueden ser
reemplazados por cistina y tirosina respectivamente, reduciendo la cantidad necesaria de los
dos primeros para un maximo crecimiento. Aproximadamente un 50% de la fenilalanina
requerida por el pez puede ser sustituida por tirosina, mientras que un 50-60% del
requerimiento de metionina puede ser sustituido por cistina (MILLIKIN, 1982). Por ello,
segun WILSON (1986) se podria decir que los peces presentan mas bien un requerimiento
por el conjunto total de aminoacidos sulfurados, que un requerimiento especifico de
metionina. Los valores establecidos para las necesidades de aminoacidos sulfurados o
metionina revelan algunas diferencias entre distintas especies. Asi, el salmon chinook y la
dorada requieren los valores mas altos de aminoacidos sulfurados, aproximadamente el 4%
de la proteina, mientras que el pez gato es el que requiere menos, 2.3% de la proteina. El
resto de los peces estudiados requieren aproximadamente el 3% de la proteina. El valor de
sustitucion de la metionina por cistina ha sido determinado como aproximadamente el 60%
para el pez gato (HARDING et al., 1977), y el 40% para trucha arco iris (KIM et al., 1984)
sobre la base de los aminoécidos sulfurados.

En términos generales cabe esperar que la composicién en aminoacidos de la proteina
corporal de los peces sea una buena referencia de las necesidades cuantitativas de
aminoacidos de estos animales (RUMSEY y KETOLA, 1975). En este sentido, COWEY y
TACON (1983), describieron para carpa una correlacion entre las necesidades en
aminoacidos esenciales determinados mediante estudios de crecimiento y la proporcion de
esos mismos aminoécidos en la proteina corponal total. Esto ha sido corroborado por otros
autores (OGATA et al., 1983; COWEY y LUQUET, 1983; WILSON y POE, 1985¢). Esos
datos indican que el patron de aminoacidos de la proteina corporal puede muy bien servir
para formular dietas experimentales en aquellas especies donde datos de requerimientos de
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amino4cidos no son disponibles. Este podria ser el caso de la dorada, para la que segun se
vio anteriormente s6lo se conocen los requerimientos de Arg., Lis., Met. + Cis. y Trp.

Por otro lado, aunque el crecimiento debe ser considerado como un incremento neto de
cualquiera de los constituyentes corporales, la continua elaboracion de tejido no puede
llevarse a cabo sin un adecuado aporte de proteinas. En consecuencia, la retencion de N
(sintesis proteica) mas que la retencion de carbono o la retencion calorica ha sido considerada
como la unidad fundamental de crecimiento (BRODY, 1945; MAYNARD and LOUSLI,
1962 en STEFFENS, 1987).

1.3. EVALUACION DE LAS PROTEINAS DIETETICAS.

Cuando las proteinas son hidrolizadas con soluciones acidas o alcalinas, o con enzimas,
se obtienen aproximéadamente unos 20 aminoacidos. Esos aminoacidos son pues, los
productos finales de la digestion de las proteinas. Esto indica claramente que la calidad de
las proteinas vendra definida por la calidad y cantidad de aminoacidos asi como por la
biodisponibilidad de los mismos. A través del epitelio intestinal, los productos de la digestion
proteica, principalmente aminoécidos libres, alcanzan el torrente sanguineo. Esos
aminoacidos absorbidos pueden seguir las siguientes rutas:

1) Ser incorporados al pool metabolico de aminoacidos libres, siendo mezclados con los
aminoécidos libres originados en diferentes tejidos del organismo.
2) Los aminoacidos en el pool metabdlico pueden entrar en las rutas de sintesis de

proteinas y a su vez los aminoacidos derivados de la degradacion de las proteinas son

incorporados al pool metabélico de aminoacidos libres, reflejando el balance neto de
las proteinas corporales.

3) Pueden entrar 3 participar en las rutas de sintesis de compuestos nitrogenados, tales
como acidos nucleicos, hormonas y enzimas.

4) Pueden ser desaminados, originando cadenas hidrocarbonadas y grupos amino.

5) Las cadenas hidrocarbonadas resultantes pueden ser oxidadas para obtener energia
o entrar en las rutas de sintesis de lipidos, glicidos e incluso aminoécidos.
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6) Los grupos amino liberados de los aminoacidos son excretados como componentes
nitrogenados tales como urea y amonio. (WATANABE en Fish Nutrition and

Mariculture).

Dieta

Hormonas
Purinas
Neurotransmisores
etc.

Proteinas corporales

Pool de aminoacidos

corporales

K— Fuentes no proteicas

N
Keto acidos

Ciclo de

9 Amonio
s

Glucosa

N4 Lipidos

los TCA

— Cco,

Energia

Fig. 1. Rutas en el metabolismo de aminoacidos en peces.

Las tasas de sintesis de proteinas son més altas en higado, branquias, tracto digestivo,
rifibn y bazo, que en corazoén y musculos blanco o rojo (FAUNCONNEAU, 1980; SMITH,
1981). Pero, aunque la tasa del metabolismo de las proteinas es mas baja en el misculo que

en, el higado, la masa muscular excede en tal grado a la de otros tejidos que resulta
cuantitativamente el sitio mas importante para la sintesis de proteina en todo el cuerpo.
Asimismo, gran parte de la degradacion y el catabolismo de los aminoécidos ocurre en el

musculo (HEPHER, 1988).

La efectividad de una dieta formulada sobre la base de los requerimientos energéticos

y de nutrientes puede ser evaluada mediante la determinacién del peso ganado, eficacia
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alimenticia (peso ganado(g)/alimento ingerido(g)) o conversion del alimento (alimento
ingerido(g)/peso ganado(g)), asi como a través del analisis de la composicion corporal de los
peces que han recibido la dieta en unas condiciones de cultivo determinadas. La eficacia de
las proteinas y de cualquier ingrediente en una dieta puede ser evaluada siguiendo el siguiente
esquema:

1) Analisis de la composicion de los ingredientes.

2) Determinacion de las digestibilidades de los ingredientes.

3) Formulacion y reformulacion de dietas balanceadas en la que se combinen diferentes
ingredientes.

4) Observacion de los niveles de productividad conseguidos con tales ingredientes.

5) Determinacion de ingesta y peso ganado y calculo de la eficacia alimenticia.

6) Calculo de la eficacia en la retencidén de energia y nutrientes mediante el analisis de

las carcasas.

La calidad de una proteina es evaluada usualmente a partir de métodos biolégicos y/o
quimicos, mediante formulas en las que el peso corporal ganado y la retencién de nitrogeno
son usados como criterio para evaluar la calidad de la proteina. En los métodos bioldgicos,
la tasa de eficacia proteica (PER), el valor biologico (BV) y la utilizacién neta de las
proteinas (NPU) son los usados mas frecuentemente. El valor biologico de una proteina
puede variar considerablemente dependiendo de la calidad de la misma, asi como de la
capacidad de asimilacioén por cada organismo (OGINO y CHEN, 1973a,b).

Desde el punto de vista de los amino4cidos esenciales la calidad de las proteinas puede
ser evaluada usando diferentes criterios, tales como el indice de amino4cidos esenciales,
calculados en relacion al perfil de aminoacidos requerido por una especie determinada. Este
perfil de aminoacidos asenciales deberia también tener en cuenta la posibles interacciones
entre aminoacidos (KAUSHIK, 1989).

El analisis de los cambios en la sintesis proteica ya sea en todo el cuerpo del pez como
en el musculo, debido a la cantidad y calidad del alimento es una buena medida para estimar
la calidad de la proteina y su valor biolégico (FAUNCONNEAU, 1985, en Nutrition and
Feeding in Fish).
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En la practica, el valor nutritivo real de un alimento suele ser menor que el calculado
mediante analisis quimico, lo que indica que parte de los nutrientes pueden hallarse en estado
"no disponible". Las digestibilidades de los ingredientes indican la energia y nutrientes
"potencialmente disponibles” para el mantenimiento, crecimiento y reproduccion del animal.
Al mismo tiempo, también determinan el nivel de nutrientes no digestibles, que pasaran a
formar parte de las excreciones sélidas que constituyen la mayor proporcion de las
excreciones producidas en acuicultura (CHO, 1991).

La tasa de digestibilidad de una proteina es una de las caracteristicas prioritarias para
evaluar su posible inclusion en una dieta. En los peces, no obstante, la medida de este
parametro viene condicionada por las dificultades impuestas por el medio acuético, en la
recogida de heces. Este problema ha dado lugar a una serie de técnicas, mas o menos
precisas, para la recogida de las mismas, combinadas con métodos directos o indirectos para
el calculo de la digestibilidad. La recogida por presion abdominal (stripping) (NOSE, 1960),
diseccion de los animales (INABA et al., 1962; WINDELL et al., 1978a), mantenimiento en
camaras metabdlicas analogas a las empleadas con roedores (SMITH, 1971), filtracion
continua mediante un sistema de coladores rotatorios que retiran las heces del agua efluente
de los tanques (CHOUBERT et él., 1979), o columnas de sedimentacion de heces (CHO et
al., 1975, 1982), son algunas de las técnicas ideadas para esta medicion.

Aunque cada uno de estos sistemas o métodos desarrollados para la obtencion de
material fecal producido por los peces cuenta con una serie de ventajas e inconvenientes,
merece especial atencion por su amplia difusion el tltimo de ellos, el desarrollado por CHO
et al. (1975, 1982) y conocido como Guelph System (CYAQ-2), el cual permite medir
digestibilidades mediante la coleccion del material fecal recogido en una columna de
decantacion anexa al tanque de cultivo. Este método ha sido criticado especialmente por una
supuesta disolucion de nutrientes del material fecal en el agua (leaching). Sin embargo, las
digestibilidades obtenidas para la materia seca, proteina cruda y lipidos por diseccion
intestinal y coleccion del contenido rectal, y las obtenidas mediante el sistema CYAQ-2,
indican que el "leaching" no es una importante fuente de error en la utilizacion de este Gltimo
sistema. La ruptura de las heces ("break up") como resultado del manejo manual de las
mismas es el principal factor desencadenante del proceso de leaching, el cual mediante el
sistema CYAQ-2 ha sido evitado (CHO et al., 1985).
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Los métodos indirectos, quiza los mas utilizados, conllevan la estimacién de las
digestibilidades a través de la introduccion de un marcador inerte en el alimento que ha de
cumplir los siguientes requisitos:

1) No afectar presumiblemente a la fisiologia de la digestion.
2) Moverse a través del tracto digestivo al mismo ritmo que el resto de los ingredientes.
3) No ser absorbido por el animal.

En el caso de usar este método indirecto de determinacion de la digestibilidad, la
problematica se "reduce” a obtener una muestra suficiente de heces, que sea representativa
de las emitidas naturalmente, de tal forma que los cambios en las proporciones de nutriente
y marcador en las dietas y heces permiten determinar la digestibilidad de dicho nutriente.

El 6xido crémico (Cr,0;), propuesto por EDIN (1918), es el marcador mas utilizado en
estudios realizados con peces, el cual mezclado en una proporcion conocida al preparar las
dietas y medido en las heces, provee una estimacion global de las digestibilidades en una
dieta. Otros marcadores de este tipo son la celulosa (BUDDINGTON, 1979), el magnesio
(KLEKOWSKI y DUNCAN, 1975), la materia organica resistente a la hidrolosis,
esencialmente celulosa y quitina (BUDDINGTON, 1980; DE SILVA y PERERA, 1983), la
fibra bruta (TACON y RODRIGUEZ, 1984), y la ceniza resistente a la hidrolisis (DE SILVA
Y PERERA, 1983).

Mediante la digestibilidad aparente del alimento, el analisis de las carcasas, la
cuantificacion del alimento ingerido y el crecimiento, es posible determinar la proporcion de
nutrientes retenida en el pez y la excretada como desechos solidos y solubles. El modelo de
esta aproximacion nutricional puede ser usado para predecir las excreciones cuantitativas y
cualitativas producidas por operaciones en acuicultura. Esto provee una base para eliminar
los complicados, costosos e inseguros procedimientos limnoldgicos, asi como los medios para
mitigar esos efectos (CHO, 1991).

En el contexto de la nutricién de peces, los coeficientes de digestibilidad son afectados
muy poco por factores bidticos y abidticos, siendo los coeficientes de digestibilidad
individuales aditivos (CHO y KAUSHIK, 1990). De esta forma, el contenido final en energia
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y nutrientes digestibles, y las excreciones solidas producidas por un pienso pueden predecirse
a partir de los coeficientes de digestibilidad bien de la dieta o de la suma de sus ingredientes,
junto con las cantidades de alimento ingerido.

Los coeficientes de digestibilidad aparente de muchos ingredientes proteicos son
bastante altos (80-95%) (CHO y SLINGER, 1979; CHO et al., 1982), pudiendo variar
principalmente en funcion de la especie, la edad de los peces, la temperatura, el oxigeno
disuelto, el tipo de proteinas presente en la dieta (CASTRO et al., 1993), 1a calidad de la
proteina, la cantidad de proteina (SHIAU y HUANG, 1989) y la interacciéon con otros
ingredientes dietarios. En este sentido se ha comprobado que la digestibilidad aparente de la
proteina, de la materia organica y de la materia seca estin fuerte e inversamente
correlacionadas con el contenido de fibra contenido en el alimento (N.R.C., 1977). En el caso
de los lipidos también se ha establecido una significativa correlacién positiva entre el nivel
de los mismos en las dietas comerciales y los coeficientes de digestibilidad de la materia
organica (PIMENTEL- RODRIGUEZ, 1994).

Por otro lado, WILSON et al. (1981) encontraron la existencia de una razonable
semejanza entre los valores de digestibilidad aparente de las proteinas y los valores medios
de digestibilidad aparente de los aminoacidos que las componian; sin embargo, las
digestibilidades de los aminoacidos individuales fueron diferentes en las distintas fuentes
proteicas ensayadas. De esta manera, para la harina de soja mostraron que la digestibilidad
aparente media de los aminoacidos era de 83.7% y la digestibilidad aparente de la proteina
era del 76.6%; para la harina de carne y huesos la digestibilidad aparente media de los
aminoacidos fue de 74.3%, lo cual estaba de acuerdo con los valores obtenidos por
HASTINGS (1966) de digestibilidad de esta fuente proteica (75%). En resumen, se puede
asumir segun estos resultados, que a la hora de formular una dieta, el valor de digestibilidad
de su proteina sugerira de manera razonable una medida de la digestibilidad media aparente
de sus aminodcidos, aunque se debe tener en cuenta que las digestibilidades de los
amino4cidos individuales son diferentes para las distintas materias primas. La Tabla 1
muestra los coeficientes de digestibilidad aparente asi como los valores de energia digestible
para diferentes ingredientes medidos en trucha arco iris.

En cualquier caso, factores diversos bien de tipo nutricional (volumen total de la ingesta,
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proporcion de proteina en dieta, velocidad de transito a través del tracto digestivo, etc.) o
bien inherentes al disefio y metodologia experimentales, hacen que en la bibliografia
aparezcan datos de digestibilidad muy diferentes para una misma fuente proteica, por lo que
los valores usados como referencia han de emplearse siempre a titulo orientativo.

Por otro lado, el valor nutricional de las proteinas puede verse también afectado
considerablemente por la sensibilidad de las enzimas digestivas a las posibles sustancias
inhibidoras, frecuentes sobre todo en alimentos de origen vegetal. Por ultimo, reacciones tales
como las reacciones de Maillard (c.1-4) que pueden tener lugar durante el periodo de
almacenamiento y los tratamientos con calor a que son sometidos con frecuencia las materias
primas, también pueden hacer disminuir la disponibilidad de los aminoacidos contenidos en
los ingredientes por formacién de aminoacidos azucarados no asimilables y destruccion de
los aminoacidos més sensibles al calor. La lisina, cistina y arginina son los pn'ncipales
aminoacidos afectados por estos procesos.

1.4. IMPORTANCIA Y PROBLEMATICA DE LA HARINA DE PESCADO COMO
FUENTE PROTEICA EN PIENSOS PARA PECES.

La harina de pescado es una materia prima de origen animal de elevada concentracién
proteica, con un valor nutritivo relativamente superior a otras harinas, tanto de origen animal
como vegetal, por su excelente equilibrio en la composicion de aminoacidos, su adecuada
composicion en 4cidos grasos para todos los peces, su contenido en vitaminas del grupo B,
clevadas concentraciones de acido fosforico e incluso la posible existencia de un "factor de
crecimiento no identificado". Todas estas cualidades le cofieren un importante papel en el
mercado mundial de alimentaciéon animal en piensos para peces, cerdos, aves, vacas
productoras de leche y visones, principalmente en la alimentacion de las etapas mas
tempranas de las diferentes especies para las que se utiliza.

La harina de pescado requerida para la produccion de piensos para acuicultura
(crustaceos incluidos) supone alrededor de un 10% de la produccion mundial de esta materia
prima, y se espera que se duplique hacia el afio 2000.

13
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Tabla 1. Coeficientes de digestibilidad aparente y valores de energia digestible de diferentes
ingredientes medidos en trucha arco iris* (CHO, 1991).

Coeficientes de digestibilidad **

DE. #*
Ingredientes Ne M.S. Prot. Lip. GE. Mjkg
Internac. % % % % '
Harina de alfalfa 1-00-023 39 87 71 43 7.7
Harina de sangre 5-00-381 91 99 - 89 19.4
Levadura de cerveza seca 7-05-527 76 91 - 77 139
Maiz 4-02-935 23 95 - 39 6.6
Harina de gluten de maiz 5-09-318 80 96 - 83 17.6
Harina de plumas 5-03-795 75 58 - 70 15.7
Harina de pescado (arenque) 5-02-000 85 92 97 91 18.8
Harina de carne y huesos 5-09-321 78 85 73 85 15.0
Harina de subprod. de polleria 5-03-798 52 68 79 71 13.9
Harina de semillas de colza 5-03-871 35 77 - 45 8.1
Harina de soja 5-04-597 78 96 94 85 19.0
Harina de soja desengrasada 5-04-612 74 96 - 75 13.5
Harina de trigo 5-05-205 35 92 - 46 7.6
Suero deshidratado 4-01-182 97 96 - 94 134
Almidén crudo 37 - - 49 8.6
Almidén gelatinizado 86 - - 86 13.3
Concentrado proteico de pescado 90 95 - 94 17.2
Concentrado proteico de soja 77 97 - 84 154

* Todos los valores son medias de datos recopilados.
** Coeficientes de digestibilidad aparente de la materia seca (M.S.), proteinas (Prot.), lipidos (Lip.) y
energia bruta (G.E.). Energia digestible de los ingredientes (D.E.).
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" Segin BARLOW (1989), se estima que si en el futuro la formulacién y produccion de
dietas practicas para peces sigue las tendencias actuales, los requerimientos de harina y aceite
de pescado para alimentos en acuicultura alcanzaran de 1 a 1.5 millones de Tm en el afio
2000.

La produccion de harina de pescado viene determinada por el nivel de recursos
disponibles. Los relativamente pocos productores y exportadores de harina de pescado se
concentran en la explotacién de un pequefio nimero de especies, siendo por consiguiente la
produccion anual de harina de pescado dependiente del comportamiento de esas especies.
Este tipo de produccion trae consigo un tipo de mercado muy inestable, con unas
disponibilidades y precios fluctuantes entre un afio y otro.

Despugés de afios de continua expansion, las capturas mundiales de pescado descendieron
en 1990. En ese afio se notificd una captura de 97 millones de Tm, que constrasta con los casi
100 millones de Tm que fueron producidas en 1989. El factor principal que contribuyé a este
descenso fue la reduccion de casi 2 millones de toneladas en la captura del pelagico pequefio
en ¢l Pacifco sudoriental, la cuale se utilizan normalmemte para producir harina de pescado.

Las capturas totales de origen pesquero comenzaron a fluctuar en la década de los
sesenta y alcanzaron una fase critica en la década de los setenta, debido principalmente al
colapso de los stocks de anchoveta peruana. En la década de los 80, las capturas empezaron
a incrementarse de nuevo, alcanzando un pico en 1989. Este resurgimiento de las pesquerias
a nivel mundial no fue debido a un incremento general de los stocks de peces marinos, sino
més bien a la renovada explotacion de los stocks pelagicos de especies del tipo del arenque
y del bacalao.

Los factores (SPINELLI et al., 1979; COLL MORALES, 1986) que tienden a disminuir
la oferta relativa de harina de pescado en el mercado mundial son:

. - Limitacion de la exportacion de harina de anchoa peruana en 1973. Inicio de la crisis.
- Crecimiento de las actividades en acuicultura.
- Aumento del consumo directo de peces de bajo valor.
- Disminucion de capturas.
- Establecimiento de la Zona Economica Exclusiva de las 200 millas en muchos paises.
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INTRODUCCION

La produccion de harina y aceite de pescado se espera disminuya en un 5% para el afio
2000 (BARLOW, 1989). En la actualidad el mercado mundial de harina de pescado se
caracteriza por un pequefio niimero de exportadores especializados que suministran a un gran
nimero de paises importadores. Europa y Japon son los mercados con mayor demanda de
esta harina. Aunque Japo6n es el mayor productor mundial de harina de pescado, su excesiva
demanda le obliga a ser uno de los mayores compradores (6% de las importaciones
mundiales) (en MOYANO, 1990).

A pesar del descenso en el suministro de harina de pescado, y al incremento de la
demanda, a partir de finales de los 80 los precios han bajado sustancialmente, aunque se
obsevé un pequefio aumento en la segunda mitad de 1990. La razén para estos precios tan
bajos se debe al incremento en la produccion de harina de soja, la cual se ha erigido como
principal competidor de la harina de pescado. En este sentido, desarrollos tecnologicos en
el campo de la agricultura han permitido un aumento considerable en la produccién de harinas
de semillas de oleaginosas en todo ¢l mundo, superando incluso la demanda de las mismas,
En este sentido, la produccién mundial de soja se increment6 de 45 millones de Tm en 1969-
1971 a 101 millones de Tm en 1985 (VOHRA y KRATZER, 1991).

A comienzos de octubre de 1990 se produjeron records en los stocks de soja en los tres
principales paises productores (USA, Brasil y Argentina), siendo la produccion un 33% mas
alta que en el afio anterior. Aun con todo ello, aunque el precio de la harina de pescado no
sube de manera proporcional de acuerdo con la relacion oferta/demanda de la misma, las
caracteristicas inherentes a ésta hacen que su precio sea siempre superior al de 1a harina de
soja ( en MOYANO, 1990).

Al inconveniente del elevado costo de las harinas de pescado habria que sumar los
problemas afiadidos por su variabilidad en cuanto a disponibilidad y a composicién a lo largo
del afio, y entre unos afios y otros (COLL, 1986).

Todos estos problemas en el mercado de la harina de pescado afectan directamente a los
productores de peces. Asi tenemos que después de una fase inicial euforica en la que primaba
la falta de competencia de los productos producidos en acuicultura, la relacion
oferta/demanda ha sufrido un gran cambio, con el consecuente abaratamiento de los precios
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INTRODUCCION

de mercado. Esta reduccion de los precios ha producido el que los beneficios esperados por
las empresas se hayan visto mermados. Entre 1987 y 1991 los costes de produccion
aumentaron una media de alrededor de un 17% anual, mientras que los precios de venta de
los productos sélo subieron aproximadamente un 6% anual. Como consecuencia de ésto, los
margenes de ganancia comparados con los niveles de 1987 se han visto reducidos a casi la
mitad para la lubina y a 1/3 para la dorada. En adicion a ésto, la competitividad de estos
productos se ve agravada durante los meses de septiembre a marzo, época en que aumentan
las capturas pesqueras de estas especies (STEPHANIS y DIVANACH, 1993).

1.5. FUENTES ALTERNATIVAS DE PROTEINAS EN PIENSOS PARA PECES.

Como se ha visto anteriormente, desde un punto de vista nutricional ha sido establecido
que, independientemente de la especie, la proteina es el ingrediente dietario mas importante
(30-60% del peso seco) y dentro de ella, la harina de pescado continta siendo la mayor
fuente utilizada (20-60% de la dieta). A la vista del elevado costo de las harinas de pescado
no es de sorprender que el coste del alimento suponga de entre un 40-60 % del total de los
costes de produccion en empresas dedicadas a la acuicultura intensiva (FAQ, 1983), lo cual
supone uno de los mayores inconvenientes para una mayor expansion de la acuicultura.

Dentro de este contexto se vienen haciendo serios esfuerzos en diferentes paises con el
fin de reducir el coste de la harina de pescado en dietas practicas para peces, tanto desde el
punto de vista de la reduccion del nivel de proteina en si mismo a través de sustituciones con
otros nutrientes (protein-sparing), como a través del uso de fuentes alternativas de proteinas
de elevado valor nutricional como sustitutos de la harina de pescado (LUQUET y
KAUSHIK, 1978; KAUSHIK, 1989 en Progress in Fish Nutr.).

Hoy en dia muchos nutricionistas y productores de piensos concentran sus esfuerzos en
la seleccion entre la amplia variedad de productos disponibles en la industria de alimentacion
animal, de aquellos que pueden ser usados para la elaboracion de alimentos de menor costo
para la produccion de peces. TACON y JACKSON (1985) entre otros, han hecho una
revision de las fuentes proteicas, tanto convencionales como no convencionales, usadas en
dietas préacticas para peces.
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Debemos considerar, como vimos anteriormente, que la harina de pescado es la fuente
de proteina disponible cuyo perfil de amino4cidos mas se aproxima a los requerimientos
dietarios de los peces. Consecuentemente, no es de sorprender que los intentos por
reemplazar toda la harina de pescado con cualquier otra fuente de proteina alternativa
individual no hayan sido muy fructiferos.

Aunque en algunos casos, la sustitucién parcial de la harina de pescado por otras
fuentes de proteina en las dietas para peces no llegase a reducir el precio del alimento, si
reduciria la dependencia total de la harina de pescado en las industrias productoras de
piensos. Con ello se aseguraria el suministro a los productores de peces de dietas de calidad
elevada y relativamente estable, no dependiente de los defectos en el suministro, calidad

y fluctuacién de precios de la harina de pescado como unica fuente de proteinas (TACON
Y JACKSON, 1985).

En principio, las fuentes de proteina susceptibles de ser usadas como alternativas a la
harina de pescado en piensos para peces podrian clasificarse de la siguiente manera:

a) Proteinas de origen animal, entre las que se incluirian desperdicios de matadero
(carne, huesos, plumas y sangre), ensilados de peces, derivados lacteos y algunas
proteinas menos convencionales como las harinas de krill, lombriz y pupa de gusano
de seda.

b) Proteinas de origen vegetal, entre las que se incluyen una amplia gama de harinas
de semillas y hojas.

¢) Proteinas de organismos unicelulares, levaduras, algas, bacterias y hongos.

d) Fuentes de nitrogeno no proteico, como la trea o el acido urico.

Comparadas con la harina de pescado, la mayoria de las fuentes proteicas disponibles
presentan alguna deficiencia en un aminoacido especifico o un desequilibrio aminoacidico
general. Niveles desproporcionados de los mismos pueden dar lugar a antagonismos entre
aminoécidos como leucina/isoleucina, arginina/lisina y cistina/metionina, por ejemplo)
(TACON y JACKSON, 1985). A esto hay que afiadir la presencia de factores enddgenos
antinutricionales, principalmente en ingredientes de origen vegetal, que limitan el nivel de
inclusion de los mismos en piensos para peces y otros animales. Sin embargo, muchos de
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estos antinutrientes son termolabiles. Actualmente, los adelantos tecnologicos permiten
someter los ingredientes vegetales a tratamientos de procesado con calor seco o calor
himedo que ademas de facilitar la destruccion de los factores antinutritivos termolabiles,
mejoran la digestibilidad de los nutrientes mediante el incremento del area superficial de las
particulas (micronizacién, extrusion y expansion). La Tabla 2 muestra una clasificacion de
algunas de las sustancias antinutritivas mas frecuentes encontradas en ingredientes proteicos,

asi como los posibles mecanismos de disminucién o destruccion de los mismos.

Para maximizar la digestion y absorcién de los nutrientes en las dietas para ‘peces y
minimizar desechos y costo, es necesario asegurarse de que las enzimas digestivas del pez
operan en todo su potencial. Es bien conocido por ejemplo, que existen componentes
inhibidores de la tripsina y quimiotripsina en la soja. Esos componentes pueden ser
generalmente destruidos mediante tratamientos de la harina con calor antes de su uso, pero
el proceso es muy variable y frecuentemente partidas de harina de soja con niveles
considerables de inhibidores llegan a los productores de piensos (MITCHELL et al., 1991).

Para la eliminacién de tales factores antinutritivos, los fabricantes de piensos cuentan
ademas (VARNISH y CARPENTER, 1975), con una cada vez mas amplia variedad de
plantas genéticamente mejoradas con las que elaborar sus productos. En este sentido se
intenta incrementar el contenido en proteinas (DOLL, 1984; JULIANO, 1985), y en
metionina (NIELSEN, 1984; JAYNES et al, 1986) de algunos cereales, pudiéndose
conseguir en la actualidad, por ejemplo, semillas de colza con bajo contenido en
glucosinolatos o altramuces con bajo nivel de alcaloides (DE LUMEN, 1990). Otra forma
de mejorar el valor nutritivo de los vegetales consiste en la suplementacion en las dietas con
los nutrientes esenciales que pudieran estar en defecto como consecuencia de los
antinutrientes (KAUSHIK, 1989).
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Tabla 2. Clasificacion de algunas sustancias antinutritivas comunmente encontradas en diferentes
ingredientes proteicos y posibles medios de destruccion o de limitacién de sus efectos
perjudiciales (CHUBB 1982 en Kaushik 1989).

PRINCIPALES FACTORES INGREDIENTES MECANISMOS DE DESTRUCCION

Interaccionan con la nutricion proteica

Inhibidores proteasicos

Hemaglutininas
Saponinas
Polifenoles

(Tripsina) soja
(Lectinas) soja
Guisantes, alfalfa
(Taninos) sorgo

comp. clorogénicos

Interaccionan con la disponibilidad de los minerales

Acido fitico
Acido oxalico
Glucosinolatos
Gosipol

Soja

Proteina de hojas
Semillas de colza
Semillas de algodon

Interaccionan con la disponibilidad de las vitaminas

Anti-vitaminas liposolubles

Vit A (lipoxigenasa)
VitD
Vit E (oxidasa)

Anti-vitaminas B

Vit B1 (Tiaminasa)
Anti-acido nicotinico
Anti-piridoxina
Anti-vit B12
Cianégenos

Soja
Soja
Judias

Carne cruda
Maiz

Harina de semillas
Soja cruda
Mandioca, sorgo

Calor, autoclave
Calor, autoclave
Extracc. con alcohol
Suplementacion con

colina o metionina

Suplementacion
Calor

Variedades nuevas
Variedades nuevas

Calor, autoclave
Calor, autoclave
Suplementacion, autoclave

Suplementacion, calor

Extracc. acuosa, calor

Calor
Calor
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A continuacion se intentara exponer una vision general de las fuentes proteicas mas
usadas en dietas para peces, mostrando algunos de los muiltiples, y en ocasiones
contradictorios, resultados obtenidos con cada una de ellas para las diferentes especies de
peces.

El valor de los subproductos animales tales como las harinas de carne ha sido revisado
por KAUSHIK (1989) y por MOYANO et al. (1989) para diferentes especies de salménidos;
encontrandose que rara vez se incluyen en piensos comerciales a niveles superiores al 20%
(MURAL, 1992). Son muchos los trabajos experimentales existentes en la bibliografia que
hacen referencia a este tipo de ingredientes. En el caso de la trucha arco iris, Salmo
gairdneri, se ha visto que la sustitucion total de la harina de pescado por harina de carne en
dietas no afectaba al crecimiento cuando se utilizé en individuos de 213 g ; sin embargo, en
peces de 13 g el aumento de peso con respecto al control de harina de pescado fue
significativamente menor (COELHO et al., 1989).

Las harinas de carne y huesos estan compuestas principalmente por subproductos de
matadero no utilizables para el consumo humano, por lo que sus precios son altamente
competitivos. El elevado contenido en grasas (8 a 11%) de esta harina ayuda a proteger el
contenido en lisina durante el procesado. Sin embargo, uno de los principales inconvenientes
de esta harina es su alto contenido en cenizas, normalmente entre un 20 y un 30% en peso

seco (HALLVER, 1978).

Se ha mostrado también la posibilidad de incluir esta materia prima en dietas practicas
para tilapia, Oreochromis mossambicus, (DAVIES et al. 1989, 1990) y para trucha arco iris
(DE MULDER GROUP TECH. REP., 1988). En el caso de la carpa, Cyprinus carpio, €l
valor nutritivo de la harina de carne y huesos como tnica fuente de proteinas frente a dietas
con harina de pescado, mostré6 que la harina de carmne y huesos produce un menor
crecimiento, utilizacion del alimento y digestibilidad aparente de las proteinas frente a la
harina de pescado (PONGMANNERAT y WATANABE, 1991). Por otro lado, una
combinacion dietaria de harina de carne y huesos y harina de sangre sdlo di6 buenos
resultados en dietas para tilapia, Oreochromis niloticus, cuando el nivel de sustitucion de la
proteina de la harina de pescado era menor del 50% (TACON et al., 1984).
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Sin embargo han sido realizadas muy pocas investigaciones con harinas de carne y
harinas de carne y huesos con peces marinos cultivados, particularmente aquellos asociados
con la region mediterranea.

Una combinacion dietaria de harina de subproductos de polleria y harina de plumas
hidrolizada ha dado buenos resultados reemplazando hasta un 75% la proteina de harina de
pescado en dietas para truchas (GROPP et al., 1979; HIGHS et al., 1979; TIEWS et al,,
1979), y salmoén coho ( HIGHS et al., 1979).

La harina de pupa de gusano de seda como componente en una dieta para alevines
de Clarias batrachus, resulté en buenos indices de crecimiento y utilizacioén del alimento a
niveles de sustitucion de hasta un 100% de la harina de pescado (HABIB et al., 1993). Por
el contrario, para el pez gato, Heteropneustes fossilis Bloch, s6lo di6 buenos resultados por
debajo de un 75% de sustitucion (HOSSAIN y JAUNCEY, 1991).

Respecto de las harinas vegetales, se observa que este tipo de materias primas estan
adquiriendo cada vez mds importancia en la fabricacion de piensos para peces. Las harinas
de semillas de leguminosas son alternativas interesantes como fuentes de proteina frente al
harina de pescado. De todos los ingredientes proteicos vegetales, la soja, Glycine maxima,
es considerada como la mas nutritiva, siendo la més ampliamente utilizada en dietas para
peces (LOVELL, 1988). Por ello se presentara un comentario mas amplio acerca de sus
caracteristicas y utilizacion en los piensos.

La soja fue introducida en Europa como semilla oleaginosa a principios de 1900,
llegando a convertirse en la principal fuente de aceite vegetal en todo el mundo (AMERICAN
SOYBEAN ASSOCIATION, 1982). La torta de soja, residuo que queda al extraer la mayor
parte del aceite de las semillas, es una de las fuentes proteicas mas barata para su uso en la
alimentacion tanto de animales acuaticos como terrestres.

Diferentes productos de soja son usados comunmente como fuente de proteinas en la
produccion de trucha arco iris (REITNIZ et al., 1978b), siendo también incluidos a bajos
niveles en dietas para salmones (RUMSEY y KETOLA, 1975; SPINELLI et al., 1979;
KROGDAHL, 1989), y pez gato (LIEBOWITZ, 1981), aunque otros autores han encontrado
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un crecimiento y utilizacion proteica bajos con la inclusion de esta harina en dietas tanto para
trucha (SANDHOMHM et al., 1976; DABROWSKI et al., 1989), como para pez gato
(WILSON y POE, 1985b).

El elevado contenido proteico da la harina de soja (aproximadamente un 35% en la
semilla), unido a su bajo costo la convierten en un iportante candidato como sustituto de la
harina de pescado (KAUSHIK, 1989 en Progress in Fish Nutr.). Sin embargo uno de los
principales problemas a la hora de incluir esta harina en alimentos para peces estriba en la
posible presencia de elementos antinutritivos en la misma, principalmente inhibidores
proteasicos. En la soja han sido encontrados dos tipos de inhibidores tripsicos. Uno de elios
es el inhibidor tripsico (STI) aislado por KUNITZ (1947), que es una proteina globular
cristalina de peso molecular 21.500 dalton y 181 aminoécidos residuales (KAKADE et al.,
1973; LIENER y KAKADE, 1980) y que constituye aproximadamente el 6% de la proteina
total presente en la soja (KAKADE et al., 1973). El otro es el inhibidor Bowmann-Birk
(BBI), con un peso molecular de 8.000 dalton (BOWMANN, 1946). Ambos tipos de
inhibidores actiian tanto sobre la tripsina como sobre la quimiotripsina (REED, 1975 en
Enzymes in Food Processing). La enzima digestiva tripsina, sobre la que actia el STI es
importante no s6lo por su elevada actividad proteolitica, sino por ser el Gnico activador
conocido para otras enzimas (BLACKBURN, 1976 en Enzyme Estructure and Function).

El método usual de inactivar los inhibidores tripsicos de la soja es mediante el
calentamiento de la harina a una temperatura adecuada. La actividad residual del inhibidor
de tripsina varia de acuerdo con el tiempo de tratamiento con calor a que es sometida la
harina (SMITH et al., 1980; AMERIO y GATTI, 1983). Por tanto, la determinacion de la
temperatura y del tiempo de exposicion a que es sometida la harina de soja es critico, puesto
que este tratamiento daria lugar no sélo a la desactivacion de los inhibidores de la tripsina
(MARTINEZ y SERRA, 1989) y otros posibles toxicos naturales, sino que también originaria
la desnaturalizacion parcial de las proteinas, haciendolas mas digestibles (REINITZ et al.,
1978b; VIOLA et al., 1983; DABROWSKI y KOZAK, 1979). Sin embargo, un exceso de
calor reduciria la disponibilidad de las proteinas (VARNISH y CARPENTER, 1975,
SANDHOLM et al,, 1976; AMERIO et al., 1989) o de ciertos aminoacidos esenciales,
particularmente la lisina (RIESEN et al., 1947, EVANS y BUTTS, 1951; PLAKAS et al.,
1985). Principalmente por esta razon aparecen en la literatura resultados contradictorios
referentes a la utilizacion de la harina de soja una vez ésta ha sido tratada.
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De acuerdo con KUNITZ (1947) la combinacion del enzima con el inhibidor es
instantanea y la cantidad de tripsina inhibida es directamente proporcional a la cantidad de
inhibidor usado e independiente de la concentracion total y de la pureza de la tripsina. En este
sentido, NILSON y FANGE (1969) comprobaron que 14 mg de inhibidor de tripsina en la
soja por cada 100 mg de proteina inhibe completamente la actividad tripsica en el digestivo
del pez holocéfalo, Chimaera monstrosa L.. WILSON y POE (1985b) mostraron que €l 83%
de la actividad de los inhibidores tripsicos en la harina de soja debe ser destruida para que
esta harina dé buenos resultados de crecimiento en el pez gato. En el caso de la trucha,
BERG-LEA et al. (1989) y MITCHELL et al. (1991) mostraron que inclusiones en la racién
de inhibidores de tripsina purificados de soja resultaron en un incremento de la excrecion de
proteinas y lipidos asi como en una reducida actividad de tripsina en el intestino. Atendiendo
atodo ésto VIOLA et al. (1983), habian mostrado que el calentamiento de la soja a 105°C
durante 30-90 min destruia muchos de los inhibidores tripsicos presentes en la misma.

En cuanto a la suplementacion de la harina de soja con aminoacidos cristalinos con los
que corregir las deficiencias de la misma también ha dado resultados contradictorios.
ANDREWS y PAGE (1974) no encontraron una mejora significativa del crecimiento del pez
gato medieante la suplementacién de la harina de soja con aminoacidos puros (metionina,
cistina o lisina). En el caso de la trucha arco iris, RUMSEY y KETOLA (1975) encontraron
que la suplementacion de 5 6 mas amino4cidos en piensos para trucha arco iris mejoraba el
crecimiento respecto a aquellos que incluian harina de soja sin suplementar. Sin embargo, este
efecto beneficioso no se encontro si se adicionaba tinicamente los aminoacidos metionina o
lisina. Posteriormente, DABROWSKA y WOINO (1977) encontraron que esta especie puede
utilizar esta materia prima, suplementada unicamente con cistina (1%) y triptéfano (0.5%),
dando resultados casi tan buenos como la harina de pescado. En salmén chinook, sin
embargo, KETOLA (1982) encontré que la suplementacion de metionina en una dieta con
80% de harina de soja como tnica fuente de proteinas, con el fin de corregir una posible
deficiencia de este aminoacido segin los requerimientos establecidos para esta especie (NRC,
1973), no mejord significativamente los pobres resultados de crecimiento obtenidos con la
harina de soja sin suplementar. El pez gato, por otro lado, parece tener un menor potencial
para utilizar aminoacidos libres en dietas con harina de soja (ANDREWS y PAGE, 1974
ANDREWS et al., 1977), aunque MURAI et al. (1982) mostraron que efectivamente esta

especie es capaz de utilizar metionina sintética afiadida a la proteina de soja, lo cual habia sido
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comprobado en otras especies como la carpa y el salméon (HALVER, 1978 en Fish Feed
Technology). Por otra parte, DABROWSKI (1983) encontr6 que la absorcion de
aminoacidos en carpas alimentadas con soja resultaba menor que en otras especies de peces
tales como la trucha arco iris o el pez gato.

Otros problemas que se han encontrado en 1a soja son la pobre palatabilidad de la misma
(AMERIO et al., 1989; HAJEN et al., 1993) y la baja disponibilidad de ciertos nutrientes,
entre ellos los carbohidratos (SAINU, 1988; PONGMANEERAT y WATANABE, 1992),
y ciertos minerales (HARTMAN, 1979; SPINELLI et al., 1983; RICHARDSON et al., 1985;
HILTON, 1989; GATLIN y PHILLIPS, 1989; HOSSAIN y JAUNCEY, 1991).

Sin embargo, ain con todas estas controversias y caracteristicas adversas la harina de
soja se erige como principal oponente frente a la harina de pescado en la produccion de

piensos para peces.

Otra fuente proteica alternativa de origen vegetal frecuentemente ensayada es la harina
de gluten de maiz. Este producto es el residuo seco del maiz obtenido tras la extraccion de
la mayor parte del almidon y el germen y la separacion del salvado por los procesos
empleados en las empresas moledoras, o por tratamientos enzimaticos de la endosperma
(HALVER, 1978). Se trata, por tanto, de un concentrado proteico de entre 40-60% de
proteina, que puede conservar restos de almidon en mayor o menor cantidad. La asimilacion
de la proteina de gluten de maiz parece ser parcial, debido a que en su composicién entran
algunas albuminas, que dificultan el ataque enzimatico (COLL, 1986). Se usa principalmente
en la fabricacion de adhesivos, alimentos para diabéticos, como fuente de acido glutamico
(aproximadamente €l 24.5 % de la proteina) y en alimentacion animal como fuente de
proteinas y pigmentos. En el caso de los peces, en la bibliografia se puede encontrar que a
nivel general que esta harina puede ser un aceptable sustituto parcial de la harina de pescado
en especies como la trucha arco iris (ALLIOT et al., 1979; MOYANO, 1990).

La harina de altramuces es otra de las alternativas proteicas a la harina de pescado. El
altramuz, Lupinus spp., esta considerado como una de las leguminosas de mayor potencial
como fuente de proteina vegetal alternativa a la harina de pescado, pues presenta en estado
silvestre mayor contenido en proteinas (30-50% segtin la especie) que practicamente ninguna
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otra planta, adaptandose a terrenos pobres y secos. Por ello se la ha denominado la "nueva
soja" de las zonas aridas, y se han incrementado las investigaciones encaminadas a mejorar
sus cualidades nutritivas y a fomentar su cultivo en numerosos paises de Europa, Sudamérica
y Australia. De la region mediterranea proceden una docena de especies silvestres de las que
derivan las especies cultivadas: L. albus, L. luteus y L. angustifolius.

Entre las caracteristicas a destacar en la composicion de las semillas de altramuz son:

- Elevado contenido en grasas, que las hacen ser consideradas como potencialmente
oleaginosas. Un problema afiadido derivado de la poca estabilidad del aceite que
contienen es su facilidad para el enranciamiento.

- Contenido en tocoferol en el aceite relativamente mayor que el del girasol, la soja y el
germen de maiz.

- Composicion en aminoécidos rica en lisina y pobre en aminoacidos sulfurados,
principalmente en metionina.

- Los alcaloides quinilizidinicos como principal componente antinutritivo, los cuales son
toxicos y amargos, pero facilmente eliminables mediante el lavado de la semilla: No se
ha registrado una actividad destacable de los inhibidores de la tripsina en el altramuz,
y las hemaglutininas presentan una actividad diez veces menor que en la soja.

- Contenido en hidratos de carbono variable entre un 20 y un 30%, siendo su principal
componente la celulosa, que puede superar el 10% en el altramuz de grano pequefio,
debido a la elevada proporcion de su cubierta con relacion al volumen.

- Contienen alrededor de un 2% de acido fosforico, ademas de un 1% aproximado de
minerales, y cantidades significativas de vitamina A en la forma de beta-caroteno
(LOPEZ y FUENTES, 1991).

Desde el punto de vista econémico, una gran ventaja que muestra el altramuz es que no
parece precisar ningun tipo de tratamiento con calor con el que mejorar su calidad nutritiva,
como mostraron DE LA HIGUERA et al. (1988).

La mayor parte de los pocos trabajos llevados a cabo con esta harina en piensos para
peces, han sido realizados con trucha arco iris (DE LA HIGUERA et al., 1988; HUGHES,
1988; KAUSHIK, 1989; GOMES y KAUSHIK, 1989a; MOYANO et al., 1990, 1992), y con
carpa y tilapia (VIOLA et al., 1989).
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En cuanto a la posibilidad de inclusion de la harina de semillas de colza como fuente
proteica en dietas para peces, ésta también ha sido estudiada en diferentes trabajos
(YUORKOWSKI et al., 1978; HARDY y SULLIVAN, 1983). En dietas experimentales para
carpa comiin, DABROWSKI y KOZIL. OWSKA (1981) sustituyeron satisfactoriamente hasta
un 50% de la harina de pescado dietario por harina tostada de semillas de colza. Por el
contrario, en dietas practicas para tilapia, el contenido en glucosinolatos es el principal factor
limitante a la hora de incluir harina de semillas de colza, no siendo recomendados niveles
superiores a un 15% del total de la dieta (DAVIES et al., 1990a).

También las semillas de girasol han dado buenos resultados de crecimiento, utilizacion
del alimento y digestibilidad de las proteinas en truchas arco iris de 40 g de peso medio inicial
alimentadas con niveles de sustitucion de hasta un 40% de la proteina de pescado. Sin
embargo, a estos niveles de sustitucion hay que tener en cuenta la posible deficiencia de
ciertos aminoacidos, especialmente la metionina (MARTINEZ, 1986), que puede originar
diferencias con respecto a un pienso control a base de harina de pescado (CARDENETE et
al., 1991). La tilapia, por el contrario, tolera elevados niveles de inclusiéon de harina de
semillas de girasol en la racion sin que exista retraso en el crecimiento (JACKSON et al.,
1982).

Otras fuentes proteicas de origen vegetal utilizadas en piensos para peces, aunque menos
frecuentemente, son la harina de algodén, la harina de canola, la harina de guisantes y
los concentrados proteicos de hojas.

En la harina de semillas de algodon cabe destacar la presencia, a diferentes niveles
dependiendo del procesado a que es sometida la semilla, del gosipol como principal factor
antinutritivo. Este factor que es toxico para muchos animales (LOVELL, 1989), en peces se
ha visto que afecta de diferente manera a las distintas especies. Asi tenemos que HERMAN
(1970) encontré que un 0.03% de gosipol en el pienso era toxico para la trucha arco iris,
mientras que el bagre se ha visto que puede tolerar hasta un 0.09 % de este producto en el
pienso (DORSA et al., 1982). '

En el caso de los guisantes tecnologicamente bien tratados, la digestibilidad aparente de
las proteinas y de los carbohidratos fue bastante alta en trucha arco iris, 90% y 96%
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respectivamente, pudiendo ser incluidos hasta niveles del 25% en el caso de ser semillas
extrusionadas (DEGODET, 1994).

Otro tipo de fuentes proteicas vegetales serian los concentrados de proteinas
vegetales, usualmente concentrados de proteinas de patatas (PPC) y de proteinas de hojas
(LPC), que son precipitados a partir de una suspensién acuosa mediante procesos de
coagulacion térmica. El concentrado de proteinas de patata contiene un factor antinutritivo
estable al tratamiento térmico (glucoalcaloides) que impiden su uso a elevado nivel en las
dietas. La utilizacion de este tipo de concentrados proteicos en alimentos para peces va a
depender en gran medida del grado de sofisticaciéon y costo del método de procesado
empleado. Normalmente todos los métodos que permiten la obtencién de estos concentrados
proteicos tienen unos costos muy elevados, no siendo los productos finales competitivos con
otras fuentes proteicas convencionales (TACON et al., 1985).

En el caso de los concentrados proteicos de hojas no existen muchos trabajos que
hagan referencia a su inclusion en piensos para peces. Para las hojas de alfalfa se ha
comprobado qﬁe en alimentos para alevines de tilapia, pueden ser incluidos a niveles de hasta
un 35% de la proteina dietaria, en alimentos que contienen un 40% de proteina; niveles de
inclusidén superiores produjeron disminucion del crecimiento (OLVERA-NOVOA et al.,
1990).

Los desechos procesados principalmente de subproductos de origen animal (ensilados)
suponen otro tipo de fuente alternativa de proteina de reciente utilizacion en dietas para
peces, bien usandolos directamente o usando sus nutrientes una vez extraidos. Sin embargo
existe una amplia lista de dificultades asociadas con la utilizacién de este tipo de materias
primas (TACON, 1979; SPINELLI, 1980), entre ellas una creciente demanda de legislaciones
mas severas para este tipo de productos, junto con su elevado costo frente a otras fuentes
mas convencionales.

Una nueva generacion de ingredientes alimenticios no convencionales serin las proteinas
unicelulares (SCP). Dentro de este grupo se incluirian un amplio rango de algas, hongos
(incluidos levaduras), y bacterias, las cuales son producidas por procesos de fermentacion
para su uso en alimentacion animal. Este tipo de materias primas tienen una serie de ventajas

con respecto a los ingredientes convencionales: elevada concentracidn proteica, cortos
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tiempos de regeneracion, reducido espacio para su cultivo, y composicién nutricional
controlable mediante manipulacion genética. Entre sus desventajas destaca el hecho de que
una significativa proporcion del N que las constituyen aparece en forma de acidos nucleicos,
nucledtidos y hexosaminas pdliméricas, algunas de las cuales pueden ser perjudiciales para
el pez si se suministran a elevadas concentraciones (SANCHEZ MUNIZ et al., 1978;
TACON y COOKE, 1980).

El uso de fuentes de nitrégeno no-proteico tales como la urea o el citrato de amonio
en dietas para peces ha dado resultados contradictorios incluso en una misma especie. Peces
como el salmén rey (DE LONG et al., 1959), y la carpa comin (DABROWSKY;, 1979;
HEPHER et al., 1979) no parecen utilizar de manera apreciable fuentes de nitrégeno no
proteico, al contrario de lo que ocurre con la lisa, Mugil sp., (LERAY, 1971). La mayoria
de los autores ponen de relieve la participacion de la flora bacteriana intestinal en el empleo
del nitrogeno no proteico, de tal forma que las bacterias probablemente lo absorven para la
sintesis de su propia proteina corporal, que es utilizada posteriormente por el pez (HEPHER,
1988).

Por dltimo, y siguiendo dentro del contexto de las fuentes alternativas de proteinas a la
harina de pescado, cabria hacer referencia al posible uso de aminoidcides en forma
cristalina con los que suplir las posibles deficiencias ocasionadas por la utilizacién de esas
fuentes alternativas. En este sentido, existen controversias en cuanto a la eficacia en la
utilizacién de amino4cidos libres en dietas para peces. Las diferencias existentes entre la tasa
de absorcion de los aminoacidos sintéticos y aquellas derivadas de la digestion de proteinas
dietarias en trucha arco iris (COWEY y WALTON, 1988), sugieren que una mezcla de
proteinas disefiada para alcanzar un determinado perfil de aminoécidos da mejores resultados
que el aporte de aminoacidos sintéticos. El efecto beneficioso de suplementar con simples o
multiples aminoécidos en forma cristalina las dietas con carencia de ellos ha sido demostrado
en numerosas especies de peces, incluyendo la trucha arco iris (NOSE, 1971, 1974;
RUMSEY y KETOLA, 1975; DABROWSKA y WOJNO, 1977; TIEWS et al, 1979,
MAHNKEN et al., 1980; MURAI et al., 1987 ), el salmon atlantico (BERGTROM, 1979;
KETOLA, 1982), el salmon coho (SPINELLI et al., 1979; MAHNKEN et al., 1980), el pez
gato (MURALI et al., 1982; ROBINSON et al., 1980); y la carpa comin (VIOLA et al., 1982;
MURAI et al., 1982; KAUSHIK y DABROWSKI, 1983).
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- Por el contrario, existen también diversas experiencias en las que la suplementacion con
aminoacidos no supuso mejora alguna en crecimiento y utilizacion del alimento. En este
sentido, EL-SAYED (1990) encontré que la adicién de lisina cristalina en dietas para tilapia
conteniendo harina de semillas de algodén, no mejoro el crecimiento comparando con dietas
en las que no se afiadio lisina. MORALES et al. (1993), observaron que la complementacion
de las dietas con aminoacidos libres hasta alcanzar los niveles necesarios para la trucha arco
iris en las que parte de la harina de pescado fue sustituida por harinas de girasol y gluten de
maiz, no mejoraba significativamente la utilizacion de la proteina y, por consiguiente,

tampoco tuvo repercusion en el valor real de la energia metabolizable.

1.6. UTILIZACION METABOLICA DE LAS PROTEINAS; IMPACTO
AMBIENTAL DE LA ACUICULTURA.

La eutrofizacion del mar es un serio problema en la actualidad. El impacto de las granjas
acuicolas debe ser discutido junto con los impactos producidos por otras actividades
productivas (FOLKE y KAUTSKY, 1992). El impacto medioambiental de las empresas
acuicolas estd en funcion principalmente de la composicion del alimento, coeficientes
alimenticios y procesos metabolicos de los animales. En este sentido, los productos de la
excrecion y pérdidas de alimento no ingerido pueden originar cambios en el ecosistema. Sin
embargo en la acuicultura ndrdica por ejemplo, en la que entre 1974 y 1989 se ha
experimentado un incremento de la produccion de 12 veces, los incrementos de las descargas
de nitrégeno solo se han multiplicado por 7 y los de fosforo por 6. Segun estos datos, las
descargas estimadas de nutrientes para 1994 resultarin en un incremento pequefio comparado
con el incremento en la produccién. Mejoras en la composicion del alimento y en las técnicas
de alimentacion son los principales motivos de estos resultados (ENELL, 1994).

La retencion neta de N por el pez es aproximadamente del 40%. Valores mas altos han
sido obtenidos para dietas de elevada relacion proteina/energia usadas corrientemente en la
produccion de salmon atlantico (CHO, 1991). Este valor del 40% 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 misculo del pez, el cual
comprende aproximadamente el 60% de su peso total, es muy blanco y glucolitico y aunque
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las tasas de sintesis de proteinas en él 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 aminoécidos, principalmente en el higado
(6rgano del cuerpo del pez donde se produce la maxima tasa de catabolismo de aminoécidos),
después de que ellos son 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.

Los componentes nitrogenados excretados en las heces consisten, por una parte, en
nitrégeno no absorbide o no digerido del alimento y, por otra, en una fraccion originada
en el cuerpo compuesta por residuos de la bilis y otros jugos digestivos, células epiteliales
desprendidas del tracto alimentario al pasar el alimento a través de él y residuos bacterianos.
En los peces, una cierta cantidad de proteinas corporales estan continuamente degradandose
y reutilizindose, dando lugar a una excrecién de nitrogeno no relacionada con el alimento
ingerido. Este tipo de excrecion, conocida como excrecion endégena, como distincion del
nitrogeno no digerido del alimento, se basa en la presencia de componentes nitrogenados en
las heces de peces alimentados con dietas libres de nitrogeno y en los teledsteos se situa entre
100 y 200 mgN/kg/h (KAUSHIK, 1990). En consecuencia habra que diferenciar entre
digestibilidad real y digestibilidad aparente de las proteinas, segun se considere o no
respectivamente la presencia de este N fecal endogeno. Mientras que la cantidad de nitrogeno
del no digerido esta determinada por la digestibilidad del nitrogeno en el alimento, la tasa de
excrecion del nitrogeno metabolico esta determinada en parte por la cantidad total de materia
seca consumida y la digestibilidad de ésta, asi como por el tamafio del pez, entre otros
factores. Por otro lado, el incremento de la excreciéon de nitrdgeno metabdlico con el
aumento del alimento ingerido es facil de entender teniendo en cuenta que a mayor alimento
ingerido, mayor sera la secrecion de jugos digestivos (WATANABE, 1988).

La toxicidad de los componentes nitrogenados excretados por los peces constituye uno
de los principales factores limitantes en acuicultura intensiva (COLT y ARMSTRONG,
1981). El amonio se encuentra presente en el agua tanto en la forma ionizada (NH:') como
no ionizada (NH,;), siendo el equilibrio del amonio en el agua fuertemente dependiente del
pH del medio. La toxicidad del amonio para los organismos acuéticos es atribuida
principalmente a la forma no ionizada (THURSTON et al., 1981).
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El amoniaco es, con mucho, el principal producto final del catabolismo nitrogenado en
teledsteos, representando usualmente mas del 70% del nitrégeno excretado, aunque en
ocasiones puede llegar incluso hasta el 90% (VAN WAARDE, 1983; BEAMISH y
THOMAS, 1984; WALTON, 1987; KAUSHIK y COWEY, 1991). Del resto de la fraccion
la mayor parte la constituye la urea, aunque también se excretan otros compuestos
nitrogenados tales como &cido urico, aminoécidos, trimetilamina, 6xido de trimetilamina,
creatina y creatinina (FORSTER y GOLDSTEIN, 1969).

En el caso de la dorada, PORTER et al. (1986, 1987), encontraron que expresado como
porcentaje del alimento consumido, la excrecién de N se realizé de la siguiente manera: 30%
como amonio disuelto (DA) N-NH,", 30% como N organico disuelto (DON), 30% en
crecimiento y 10% en heces, siendo la urea no detectable. Trabajos posteriores (KROM y
NEORI, 1989), corroboran estos resultados.

Han sido propuestos tres mecanismos principales por los que se llevaria a cabo la
excrecion branquial de amoniaco en los peces (EVANS, 1984): difusién pasiva de NH; (no
ionizado), intercambio iénico de NH,* por Né*, y difusion pasiva de NH,". El amoniaco se
disuelve facilmente en el agua, experimentando el 99% de ¢l disociacion idnica cuando el pH
del medio y el sanguineo son casi neutros (HEPHER, 1988).

Debido a que el amonio es el principal producto de la excrecién soluble originado por
el metabolismo de las proteinas, representando casi el 60% del N total ingerido, en muchas
especies de peces una gran parte de la literatura referida a la excrecion de N hace referencia
exclusivamente a esta porcion de las pérdidas metabolicas. De acuerdo con SOLOMON y
BRADFIELD (1972), la consideracion de que todo el nitrégeno es excretado como amonio
podria dar un error de menos de un 0.5%. Sin embargo, a partir de estudios de balances de
N parece que esta consideracion no es valida y que una significante informacion se pierde
midiendo s6lo amonio y/o urea (KAUSHIK, 1980; KAUSHIK y DABROWSKI, 1983).

En cuanto al N no ingerido del alimento o excrecion particulada, muchos piensos de los
usados en la alimentacion de salmoénidos dan lugar a unas liberaciones al medio de alrededor
del 10% para el N y al menos una tercera parte del P, dependiendo del tipo de ingredientes
usados en la fabricacion del pienso.
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Segiin COWEY (1994), los peces tienen poca capacidad metabdlica para regular la
actividad de los enzimas que desaminan aminoacidos, por lo tanto el alcance de reducir la
excrecion de N principalmente como NH;, mediante medios dietarios es muy limitado. Sin
embargo, WATANABE et al. (1983) indicaron que las excreciones branquiales y urinarias
de nitrégeno se ven ampliamente influenciadas por la calidad de la proteina dietaria, el

nivel de alimento ingerido y la temperatura del agua en especies como la trucha arco iris.

1.7. OBJETIVOS.

Con la finalidad de buscar fuentes proteicas potencialmente alternativas a la harina de
pescado en dietas para engorde de doradas, se han establecido los siguientes objetivos:

1.- Seleccion de posibles fuentes alternativas.

2.- Determinacién de los efectos de las dietas que incluyen las fuentes previamente
seleccionadas sobre el crecimiento y posibles alteraciones histologicas en los peces.

3.- Determinacion de la utilizacion nutritiva de dietas con cada una de las fuentes
seleccionadas a distintos niveles de inclusion.

4.- Determinacion de la utilizacion digestiva de dietas con cada una de las fuentes
seleccionadas a distintos niveles de inclusion.

5.- Determinacion de la utilizacién metabdlica de dietas con cada una de las fuentes
seleccionadas a distintos niveles de inclusion.

6.- Recomendacion de las fuentes proteicas alternativas a la harina de pescado a utilizar en
dietas de engorde para dorada, indicando los niveles adecuados de sustitucion de cada
uno de ellos. |
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2. MATERIAL Y METODOS.

2.1. INGREDIENTES.
2.1.1. Seleccion.

Por razones econdmicas y practicas las dietas deben contener fuentes de proteina
localmente disponibles, preferiblemente aquellas que no sean apropiadas para el consumo
humano directo (JACKSON et al., 1982). Ademas de una alta disponibi]idad alo largo del
afio, los ingredientes seleccionados deben cumplir las siguientes condiciones:

- Contenido proteico medio o alto.

- Perfil de aminoacidos adecuado (sobre todo de los aminoacidos esenciales).
- Ausencia de factores antinutritivos.

- Digestibilidad alta.

- Precio relativamente bajo y 1o mas estable posible.

A la hora de seleccionar los ingredientes a ensayar en los experimentos llevados a cabo
en este trabajo, se intent6 en principio recabar informacion sobre la posibilidad de utilizar
aquellos que fuesen producidos en la islas. En este sentido, el Gnico producto encontrado fue
el maiz, con una produccion aproximada de unas 140 Tm/afio, siendo su uso destinado casi
en exclusiva al consumo humano (Dpto. Estadistica, Consejeria de Agricultura y Pesca del
Gobierno de Canarias).

El siguiente paso fue buscar entre los productos cuya entrada a los puertos canarios
fuese representativa. Para ello se partio de los datos de entrada al Puerto de la Luz y de Las
Palmas en los afios 88/89 (Tabla 3).

Puesto que el maiz y ¢l trigo blando, productos de maxima importacion a nivel iocal, se
destinan al consumo humano directo una vez molidos, se opté por seleccionar otros
ingredientes, de origen vegetal o animal, en funcidn de sus caracteristicas composicionales
(NRC, 1983; HUGGES, 1988) y de su utilizacion como ingredientes proteicos en dietas para
otras especies de peces. De esta forma fieron elegidos la HARINA DE SOJA, HARINA DE
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ALTRAMUZ, HARINA DE GLUTEN DE MAIZ Y HARINA DE CARNE Y HUESOS,
como fuentes alternativas de proteinas a la proteina de pescado a ensayar en todos los

experimentos realizados en este trabajo.

Tabla 3. Ingredientes proteicos de maxima entrada al Puerto de La Luz
' y de Las Palmas en los afios 1988/89 (Informacion cedida
por SEN.P.A., (Delegacion del Ministerio de Agricultura,

Pesca y Alimentacion).

INGREDIENTES TM/ANO PTS/KG
ANO 1988

Maiz 84.783 20.490
Trigo blando 73.769 17.590
Harina de soja 4.803 32.670
Harina de trigo 4.760 N.D.
Cebada 3.884" 18.080
ANO 1989

Maiz 83.664 23.180
Trigo blando 58.569 22.630
Harina de soja 6.722 44.460
Harina de trigo 4.904 N.D.
Sémola de maiz 2.084 19.750
Cebada 1.446 23.000

N.D.- Datos no disponibles.

La Tablas 4 y 5 muestran el computo quimico calculado para el primer aminoacido

limitante de cada una de las materias primas seleccionadas, y la composicion general de las

mismas respectivamente.

Tabla 4. Coémputo quimico y porcentaje de deficiencia calculados para el primer aminoacido
limitante de las materias primas a utilizar en los diferentes experimentos, frente a las

necesidades en AAE para dorada.
Harina de Harina de Gluten de Harina de
pescado soja maiz carne y huesos
Computo quimico 67.75 75.47 33.86 64.70
% deficiencia 32.25 24.53 66.14 35.30
Primer AAE limitante Ile Met Lys Met

35

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran Ci

© Unive



Tabla 5. Composicién general (% peso seco) de los ingredientes proteicos seleccionados con los que se realizardn los distintos experimentos de este trabajo.

Int. Feed Humeda

Prot.

Fibra Ceniza

P Arg His Ile Leu Lys Met Phe Thr Trp Val
Harina de soja* 47.7 068 341 126 292 402 310 072 245 192 068 253
Harina de altramuz® 40.0 - 457 078 156 256 178 033 122 134 100 145
Harina de gluten de mafz* 46.8 050 153 106 246 792 087 114 305 156 023 240
Harina de carne y huesos® 54.1 510 375 104 176 329 311 070 1.83 177 032 2.63
Harina de pescado® 78.3 1.82 411 205 230 480 465 165 237 306 083 237
(a) NRC (1983).
(b) HUGHES (1988).

(c) NRC (1983) excepto los amino4cidos, que fueron determinados analiticamente (Lab. Agroalimentario, Subdireccién General de Calidad Agroalimentaria, Madrid).

(d) VIOLA et al. (1989).
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En principio se partié como primer ingrediente a ensayar de la harina de soja, por ser una
harina de uso generalizado en la produccion comercial de piensos para peces. La segundé.
fuente proteica seleccionada fise la harina de altramuces, la cual, como se reflejé en el Apdo.
1.5., aunque es una harina cuya utilizacion en dietas para peces es relativamente reciente, ha
dado muy buenos resultados en especies como la trucha. Por tGltimo, las dos harinas restantes
(gluten y carne y huesos) fueron elegidas en funcién tanto de su composicion, como de la
revision de los resultados obtenidos con diferentes especies de peces.

2.1.2. TRATAMIENTOS Y CONTROLES DE CALIDAD.

Dos de las cuatro fuentes proteicas alternativas seleccionadas fueron tratadas antes de
ser incluidas en las dietas: la soja y el altramuz.

La soja a utilizar fue torta de soja groseramente particulada, por lo que se molié en un
triturador Cyclotec de la marca Tecator (Hogands, Swedden, 1093 Sample Mill), haciendola
pasar a través de una rejilla de 0.5 mm de luz de malla, con el fin de mejorar la disponibilidad

de sus nutrientes.

En el caso del altramuz se parti6 de semillas secas de la especie Lupinus angustifolius,
caracterizadas por un elevado contenido en alcaloides. Por ello en primer lugar se trat6 de
eliminar esos antinutrientes, para lo cual las semillas se hidrataron en agua dulce durante un
periodo de 24 h, renovando el agua en varias ocasiones. Posteriormente se secaron durante
12 h a 40°C y finalmente se molieron las semillas en un molino de agua, debido a la dificultad
que conlleva la trituracion de los granos secos obtenidos, tanto por su dureza como el alto
contenido en lipidos de los mismos. '

Se considerd apropiado para la harina de soja someterla a un control de su calidad
nutritiva ya que, como se ha visto en apartados anteriores, ésta puede variar de manera
considerable seglin el tratamiento al que ha sido sometida durante el procesado para la
extraccion del aceite. Los anlisis que se utilizaron para ello fueron la determinacion de su
composicién en inhibidores de la tripsina v la solubilidad de las proteinas en KOH segim los
métodos especificados en los Apdos. 2.5.9. y 2.5.10., respectivamente.
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2.2. PREPARACION DE LAS DIETAS.
2.2.1. Formulacion.

Todos los ingredientes fueron obtenidos a nivel local, excepto el gluten de maiz que fue
proporcionado por la empresa CAMPOEBRO INDUSTRIAL, S A. '

Una vez analizada la composicion de las materias primas a utilizar, se formularon las
dietas en base a los resultados obtenidos. Los perfiles de aminoacidos dietarios fueron
calculados en funcién de los datos contenidos en la Tabla 5 y comparados con la
compopsicién de aminoacidos esenciales en alevines de doradas (LUQUET y SABAUT,
1974; VERGARA, 1992), tomando este altimo como referencia de las necesidades de
aminoécidos de esta especie, con el objeto de determinar posibles aminoacidos limitantes en
las dietas a ensayar (COWEY y TACON, 1983; OGATA et al., 1983; COWEY y LUQUET,
1983, WILSON y POE, 1985c¢). En ningin caso se considerd necesario suplementar con
aminoacidos cristalinos, maxime cuando la utilizacion de los mismos por los peces segin la
revision previa es muy variable.

Todos los piensos fueron formulados para ser aproximadamente isocaléricos en energia
bruta y similares en el contenido en proteinas y lipidos.

Las Tablas 6 y 7 muestran las mezclas de vitaminas y minerales usadas en los distintos
ensayos.

Se usé una dieta control con harina de pescado como tnica fuente proteica en todos los
ensayos, como base de comparacion de resultados frente a los tratamientos experimentales.
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Tabla 6. Mezclas de vitaminas y minerales usadas en la elaboracién de los piensos
ensayados en los experimentos 1y 4.

Mezcla de vitaminas

Mezcla de minerales

(mg/kg o U.L/kg de dieta) (gr/kg de dieta)
Tiamina (B,) 37.0 Mn 9.3
Riboflavina (B,) 48.0 Cu 0.9
Piridoxina (Bg) 20.0 Co 2.2
Pantotenato célcico 74.0 I 2.0
Acido nicotinico 300.0 Zn 44.0
Biotina (H) 0.5
Acido folico 10.0
Cianocobalamina (B,,) 0.1
Cloruro de colina 1700.0
Mio-inositol 337.0
Acido ascorbico (C) 240.0
a-tocoferol (E) 300.0
Menadiona (K;) 110.0
Colecalciferol (D;)* 2000.0
Retinol acetato (A)* 5000.0
Etoxiquina 130.0

* Expresado en UL
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Tabla 7. Mezclas de vitaminas y minerales usadas en la elaboracion de los piensos
ensayados en todos los experimentos excepto enel 1y 4.

Mezcla de vitaminas Mezcla de minerales
(mg/kg o U.L/kg de dieta) (gr/kg de dieta)
Tiamina (B,) 40.0 (H,PO,),Ca 1.605
Riboflavina (B,) 50.0 CaCO; 4.000
Piridoxina (By) 40.0 FeSO, - 7TH,0 1.500
Pantotenato calcico 117.0 MgSO, - TH,0 1.605
Acido nicotinico 200.0 K,HPO, 2.800
Biotina (H) 1.0 Na,PO, - H,0O 1.000
Acido folico 10.0 AL(S0O,);- 6H,0  0.020
Cianocobalamina (B,,) 0.5 ZnSO4 - TH,0 0.240
Cloruro de colina 2700.0 CuSO, - SH,0 0.120
Mio-inositol 600.0 MnSO,- H,0 0.080
Acido ascorbico (C) 1000.0 KI 0.020
a-tocoferol (E) 250.0 CoS0, - 7H,0 0.080.
Menadiona (K,) 20.0
Colecalciferol (D,)* 2000.0
Retinol acetato (A)* 5000.0
Etoxiquina 100.0

* Expresado en U.L

40

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran Ci

© Unive



MATERIAL Y METODOS

2.2.2. Elaboracion.

En la elaboracién de las dietas se comenzé por mezclar en primer lugar todos los
ingredientes secos (harinas, fuentes de carbohidratos, minerales, vitaminas hidrosolubles y
aglutinantes) durante unos 20 min., en una mezcladora de la marca Danamix (Mod. BM 330),
afiadiendo a continuacion el aceite o los aceites con las vitaminas liposolubles y el etoxiquin,
seguido de la cantidad de agua suficiente (en la que era disuelta la colina) como para permitir
el granulado de la mezcla resultante en una peletizadora MOBBA de 2 HP (Mod. 8.3), a
través de una matriz para 3 mm de didmetro de granulos. Los granos asi obtenidos se secaron
a una temperatura inferior a los 40°C durante unas 12 h y se guardaron a -20°C, desde donde
una vez por semana se iba sacando (y conservando a 4°C), la cantidad nacesaria con la que
ir alimentando a los peces. Se guardaron también muestras secas de cada uno de los piensos
a -20°C para analisis bioquimicos.

2.3. CONDICIONES EXPERIMENTALES GENERALES Y TOMA DE MUESTRAS.

Todos los experimentos llevados a cabo en este trabajo fueron realizados en la planta
experimental de cultivos marinos del Instituto Canario de Ciencias Marinas del Excmo.
Cabildo Insular de Gran Canaria. ’

En los diferentes ensayos se emplearon doradas procedentes de una empresa local,
ADSA S.A., situada a 28 km del centro de experimentacion. El peso medio inicial de Ios
peces a utilizar en cada uno de los experimentos estuvo en torno a 40-50 g, para lo que se
realiz6 una preseleccion de los animales en la propia planta de procedencia. Una vez en el
laboratorio, los peces fueron aclimatados en tanques de 1 m’, con una dieta control durante
al menos una semana, antes de ser pesados y distribuidos en los tanques de experimentacion.

Se contd con dos tipos de tanques de cultivo segin el objetivo del experimento, siendo
ambos disefiados por el equipo de investigacion, y construidos a nivel local. En los ensayos
de engorde se utilizaron tanques cilindricos de fondo plano de fibra de vidrio de100 1 de
capacidad cada uno (Fig.2).
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Fig. 2. Sistema de tanques utilizado en los experimentos de evaluacion nutritiva
del alimento.
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En los experimentos de utilizacion digestiva del alimento, los tanques utilizados se
disefiaron a partir del Sistema Guelph (CYAQ-2) propuesto por CHO et al. (1975, 1982),
Fig. 3, en el que se aplicaron una serie de modificaciones (Figs. 4), con el fin de faciltar el
manejo de las heces y minimizar las pérdidas de nutrientes de las mismas. En este caso los
depositos tenian forma troncoconica, con 125 1 de capacidad cada uno y desagiies centrales
hacia una columna de decantacion segiin se especifica en la Fig. 4. La Fig. 5 muestra con mas
detalle este sistema de tanques que también fue utilizado en los ensayos de determinacién de
excrecion de amonio.

" El suministro de agua a los tanques se realizé de forma continuada a partir de agua de
mar natural procedente de un tanque de sedimentacion de 27 m® situado en el exterior de la
planta de cultivo. En el caso de los tanques circulares e agua llegaba a los mismos por simple
gravedad, mientras que los troncocénicos, por su especial ubicacién, obligaron a la
colocacion de un sistema de bombeo directo desde el mencionado deposito de sedimentacion.

Los tratamientos fueron ensayados por triplicado, y la alimentacion se realizé "ad
libitum" seis dias por semana. Diariamente se anotaron las mortalidades, en su caso, y los
gramos de pienso consumidos por los peces de cada tanque. Dos veces por semana se
midieron temperatura, concentracion de oxigeno disuelto y pH del agua de cada tanque.

2.3.1. Condiciones experimentales en ensayos de crecimiento y utilizacion nutritiva
del alimento.

" Los experimentos de este tipo se prolongaron hasta la duplicacién del peso de los
animales con respecto al peso inicial, siendo para ello pesados individualmente cada dos
semanas. Antes de cada control de peso los peces permanecieron en ayuno durante 24 horas.

Al micio de cada experimento se escogieron al azar 13 peces del tanque de aclimatacion,
los cuales una vez sacrificados con sobredosis de anestésico (MS-222, Lab. Sandoz,
Switzerland), sirvieron como muestra inicial. De ellos, 10 fueron pesados y conservados a
-20°C hasta el momento de su analisis, siendo los 3 restantes usados para la toma de muestras
para estudios histologicos. El resto de los peces fueron anestesiados normalmente, (0.7 mi
anestésico/l), pesados y distribuidos al azar en los tanques experimentales.
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Fig. 3. Sistema de recoleccion de heces (Guelph System) disefiado por CHO et al.,
(1975, 1982): A) Desagiie; B) Columna de decantacion; C) Vaso recolector.
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55em

50cm

60 ¢m

Fig. 4. Sistemade recoleccion de heces: A) Desagiie; B) Llave;
C) Columna de decantacién; D) Tubo de centrifugado.
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Fig, 5. Detalle del sistema de tanques utilizados en todos
los experimentos de digestibilidad.
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Al finalizar los experimentos se guardaron 5 peces por tanque para analisis bioquimicos
de las carcasas o misculos, 3 digestivos por tanque para analisis enzimaticos en su caso, y
3 higados por tanque para estudios bioquimicos y/o histologicos.

2.3.2. Condiciones experimentales en ensayos de utilizaciéon digestiva del alimento.

En este caso los experimentos se prolongaron sélo lo suficiente para permitir la recogida
de las heces necesarias con las que poder llevar a cabo los anélisis bioquimicos de las mismas.

Los peces fueron aclimatados a los tanques experimentales y alimentados con sus dietas
correspondientes durante una semana, antes de comenzar con la recogida de heces.

Unicamente se tomaron datos de peso inicial y final de los peces, asi como de las
mortalidades diarias observadas y del alimento consumido por los animales de cada uno de
los tanques.

2.3.2.1. Recoleccion y tratamiento de heces.

El método de recoleccion de heces seguido es similar al descrito por CHO, COWEY y
WATANABE, 1985 en Finfish Nutrition in Asia, y puede ser desglosado en los siguienfes
pasos:

. 1°- Alimentacion habitual de los peces a lo largo del dia, procurando que no hayan

pérdidas de alimento.

2°- Cierre de las entradas de aire, después de la Gltima toma de alimento, durante unos
10-15 min para facilitar la deposicioén de posibles restos de comida y heces en el
fondo de los tanques .

3°- Limpieza de los tanques mediante vaciado cuidadoso de las dos terceras partes del
agua de los mismos a través de las columnas de decantacion.

4°- Reposicion rapida de los niveles de agua habituales y apertura de las Haves de aire.

5°- Colocacion de los tubos para recogida de heces que seran retirados la mafiana
siguiente.
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Este proceso se debe realizar cada dia aproximadamente a la misma hora, siendo las
heces recogidas una muestra representativa de las excreciones a lo largo de las 24 h del dia.
Una vez recogidas las heces, se centrifugan (centrifuga Sigma, Milwaukee, USA, 3K20)
durante 20 min a 10000 rpm, se deshecha el sobrenadante y se pesan, liofilizan (liofilizador
Heto, Birkerod, Denmark, CD8) y conservan a -80°C hasta el momento de su anélisis.

Antes de ser analizadas, las heces ya secas son primero tamizadas con el fin de liberarlas
de posibles escamas. Posteriormente son molidas en un triturador Cyclotec de la marca
Tecator (Hoganis, Swedden, 1093 Sample Mill), al que se le adapta una rejilla de 0.5 mm de
luz de malla.

2.3.3. Condiciones experimentales en ensayos de excrecion de amonio.

Los tanques utilizados para la realizacion de estos experimentos fueron los
troncoconicos mostrados en la Fig. 4. La rutina de toma de toma de muestras consistio en
alimentar a los peces con sus respectivas dietas experimentales a primera hora de la mafiana,
limpiando a continuacion los tanques cuidadosamente con la ayuda del vaciado de la tres
cuartas partes de los mismos, volviéndolos a llenar lo mas rapidamente posible. Una vez
hecho ésto se procede a cerrar las entradas de agua de cada uno de los tanques, vigilando
cada hora la concentracion de oxigeno y el comportamiento de los peces en el interior de los
mismos. Cada dos horas a partir de la hora de alimentacion se mide el pH y se toman
muestras de agua de cada uno de los tanques en recipientes de plastico oscuros llenandolos
en toda su capacidad, los cuales se guardan inmediatamente a 4°C hasta el momento de su
analisis.

2.4. PARAMETROS BIOLOGICOS UTILIZADOS.

2.4.1. Crecimiento.

Una vez cuantificada la ingesta total de cada dieta, se valora el crecimiento en peso de
cada lote experimental, como primera medida para estudiar los indices de eficacia del
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alimento. El crecimiento se puede expresar en términos absolutos, o bien como porcentaje
respecto del peso inicial.

Crecimiento (% sobre el peso inicial) = (Peso final - Peso inicia) x 100

Peso inicial

2.4.2. Eficacia bruta del alimento.

La eficacia del alimento (FE) se define como la relacion entre el peso corporal ganado
(g) por alimento seco consumido (g). La FE varia con el nivel de alimentacion y el tamafio
de los peces.

FE = Incremento de peso (g)
Alimento ingerido (g)

2.4.3. Utilizacion de la proteina.
2.4.3.1. Coeficiente de eficacia proteica.

El coeficiente de eficacia proteica (PER) se define como la realcién entre el peso
corporal ganado (g) por proteina ingerida (g) y representa una medida de la habilidad del pez
para utilizar la proteina dietaria (OSBORNE et al., 1919). Este indice es el método mas
utilizado para determinar la calidad de la proteina.

PER = Incremento de peso (g)
Proteina ingerida (g)

2.4.3.2. Valor productivo de la proteina (%).

El valor productivo de la proteina (PPV) se define como la relacién porcentual entre la
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ganancia de nitrégeno corporal y nitrégeno ingerido por el pez.

PPV = N corporal final - N corporal inicial x 100
N total ingerido (g)

La energia metabolizable que no es disipada como calor, es retenida en el cuerpo en
forma de nuevos elementos tisulares. En animales en crecimento, parte de esa energia se
retiene en forma de proteina y parte en forma de grasa. En este sentido, proteinas con un alto
valor biologico promueven mayor deposicion proteica que las de peor calidad.

2.4.4. Retencion energética (%).

La retencion energética (ER) 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)

Para el calculo del contenido energético corporal se siguid el método indirecto basado
en ¢l analisis de los componentes del mismos, seguido de la aplicacién de los valores
caloricos estandar para cada uno de ellos. Valores medios generalmente aceptados para la
completa combustion de carbohidratos, proteinas y lipidos son 17.2, 23.6 y 36.2 Kj/g,
respectivamente (BRAFIELD, 1985).

2.4.5. Indice hepatosomaitico.

El indice hepatosomatico (HSI) se define como la relacion existente entre el peso del
higado y el peso corporal total y viene definido por la siguiente expresion:

HSI = Peso higado (g) x 100
Peso pez (g)

Se ha visto que alteraciones en las dietas pueden provocar acimulos de glucégeno o
grasas en el higado, haciendo que estos aumenten de tamafio y peso con respecto a lo que
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se considera un tamafio normal.

2.4.6. Determinacién de coeficientes de digestibilidad aparente.

Para la determinacion de los coeficientes de digestibilidad aparente (ADC) se optd por
un método de determinacion indirecto, utilizando Cr,0; (0.5%) en las dietas como marcador
inerte. Seglin como se indicé previamente los cambios en las proporciones de nutrientes y
marcador en el alimento y las heces, permiten el célculo indirecto de las digestibilidades
aparentes de dichos nutrientes. Para ello se utiliza la siguiente expresion:

ADC (%) =100 - (100 x Nutriente en heces(%) x Cr20s (%) en dieta
Nutriente en dieta(%) Cr20s3 (%)en heces

La digestibilidad total de las dietas vendra dada por la ecuacion:

Digestibilidad Total (%)= 100 - (100 x Cr20s (%) en la dieta )
Cr20s (%) en las heces

2.5. METODOS ANALITICOS DE COMPOSICION.

En este apartado se describen los métodos de anilisis utilizados con las diferentes
muestras. Todos los analisis se hicieron por triplicado, salvo en algin caso excepcional en ¢l
que el tamafio de muestra sélo permitié hacer duplicados. Todas las muestras excepto los
tejidos y organos de los peces, por su alto contenido en lipidos y/o humedad, fueron
homogeneizadas en un Cyclotec de Tecator (Hoganids, Swedden, 1093 Sample Mill), a través
de una rejilla de 0.5 mm de luz de malla.

Para el anlisis de la composicion corporal de los peces, se muestrearon 10 animales al
azar al inicio de los ensayos y 3 por cada tanque al final de los mismos. Los peces fueron
pesados, secados a 105°C durante 24 h y triturados hasta obtener una harina fina.
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2.5.1. Humedad.

La humedad de las muestras se determiné por desecacion en estufa a 105°C hasta peso
constante seglin el método de la AOAC (1985).

2.5.2. Ceniza.

El contenido en ceniza fue determinado mediante la incineracion de la muestra en horno
Mufla a 450°C hasta peso constante segun el método de la AOAC (1985).

2.5.3. Proteinas.

El contenido en proteinas (AOAC, 1985) se calcul6 a partir de la composicién en N total
de las muestra determinada mediante la técnica Kjeldhal. El método consiste en la digestion
de las muestras con acido sulfiirico concentrado a 420°C en presencia de un catalizador de
mercurio, seguido de una destilaciéon con Na(OH) al 40%, con acido bérico como sustancia
receptora, en una unidad destiladora Tecator (Hoganis, Swedden, Kjeltec System 1003). Por
ultimo se realiza una valoracién con HCI 0.1N. La conversion a porcentaje de proteina bruta
se realiz6 mediante la siguiente formula,

Proteinas(%)= (valor.ml - valor media patrén ml) x 0.1 x 14.007 x 6.25 x 100
peso de la muestra (mg)

2.5.4. Lipidos totales.

El contenido en lipidos totales de las muestras fue determinado mediante el método
Soxhlet de extraccion en caliente de grasas usando eter de petroleo (40-60°). Este sistema
se empled para el analisis de muestras tales como los ingredientes, dietas y carcasas.

En aquellas muestras en las que se necesitd extraer los lipidos en fifo para la
determinacién de su composicion en acidos grasos, o bien en las que se disponia de una
pequefia cantidad de muestra como en el caso de las heces y de los higados de los peces, el
método utilizado fue el de extraccién con una mezcla de cloroformo-metanol (2:1) (FOLCH
et al., 1957).

52

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran Ci

© Unive



MATERIAL Y METODOS

Para la determinacién de 4cidos grasos, los lipidos obtenidos por el método de Folch
fueron posteriormente saponificados con etanol y KOH (50%), y metilados con BFl;. Los
ésteres metilicos fueron identificados y cuantificados mediante cromatografia de gases bajo
las siguientes condiciones operativas:

Aparato: Shimadzu (Analytical instrument division, Kyoto, Japan, GC-14-A).
Integrador: Shimadzu C-R5A.
Columna: capilar en silice fundida con Supelco-10 (30 m x 0.32 mm LD).
Gas portador: Helio.
Presion del gas: He, 1, H, 0.5, N, 0.5 y aire 0.5 Kg/cm?,

_ Temperatura: detector 250, inyector 250 y columna 208°C.

2.5.5. Fibra.

El contenido en fibra (AOAC, 1985) fue determinado mediante una digestion 4cida de
las muestras con H,SO, (0.225 N), seguida de una digestién basica con NaOH (0.313 N) en
un sistema de digestion Fibertec System 1020 de la marca Tecator (Hoganis, Swedden). A
continuacion se seca el residuo obtenido en una estufa a 105°C durante toda la noche, se
pesa, se incinera a 600°C durante 2 h 'y se vuelve a pesar. La proporcion de fibra vendra dada
por la expresion:

Fibra (%) = peso (recipiente+residuo) - peso (recipiente + ceniza) x 100

peso de la muestra

2.5.6. Carbohidratos.

Para la determinacion de los carbohidratos se utilizd el método de la antrona,
consistente en medir a 620 nm la coloracién azul-verdosa producida por los compuestos
derivados de la reaccion entre los productos de la degradacion de los carbohidratos y
compuestos poliarométicos tales como la antrona. Para ello se trata a las muestras de la
siguiente forma:

1- Precipitacion de las proteinas contenidas en las muestras con acido tricloroacético
(5% p/v) en un bafio a 90°C durante 1 h.
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2- Centrifugacion a 3000 rpm durante 5 min.

3- Recuperacion del sobrenadante mediante filtracion a través de fibra de vidrio.

4- Incubacion a 100°C durante 7 min de 0.5 ml de sobrenadante, 0.5 ml del estandar de
calibracién (100 pg de glucosa/ml H,0) y 5 ml del reactivo de antrona (0.05% en
H,SO, con H,0 y alcohol etilico).

5- Lectura a 620 nm frente a un blanco.

2.5.7. Determinacion de oxido cromico.

El porcentaje de 6xido cromico contenido en las muestras fue determinado mediante la
digestion de las mismas con 4cidos nitrico y preclérico concentrados, evaluando en
espectrofotémetro a 350 nm. la coloracién amarilla obtenida como consecuencia de la
solubilizacion del Cr (FURUKAWA y TSUKAHARA, 1966).

2.5.8. Energia bruta.

La energia bruta de las muestras fue determinada mediante combustién de las mismas
en una bomba calorimétrica incluida en un sistema de calorimetria IKA C-700 (Heitersheim-
Germany).

2.5.9. Determinacion de la actividad antitripsica.

La determinacion de la tripsina inhibida (UTT) s6lo se utiliz6 para el analisis de la harina
de soja, basandose en la disminucion del grado de hidroélisis de un sustrato natural o sintético
causado por la presencia del inhibidor en la muestra. El método envuelve la extraccion de los
inhibidores de la muestra mediante agitacion continua con agua destilada, afiadiendo a
continuacién la solucion de la enzima tripsina (bovine trypsine, SIGMA T-0134) dejando
durante 7 min. en un bafio a 37°C. La actividad de la tripsina remanente es medida entonces
por adicion del sustrato benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide (BAPNA, SIGMA B-3133) a
37°C durante 10 min; la p-nitroanilida liberada es medida por espectrofotometria a 410 nm
(LIU y MARKAKIS, 1989).

Se consideran aceptables para la inclusion en dietas para peces niveles de inhibidor de
la tripsina de 1-3 mg por g de harina de soja (AKIYAMA, 1988).
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2.5.10. Determinacién de la solubilidad de las proteinas en KOH (0.2%).

La determinacién de la solubilidad de las proteinas permite conocer si durante el
procesado de un ingrediente, éste ha sufrido un sobrecalentamiento que pudiera alterar a la
disponibilidad de las proteinas, especialmente en aquellos aminoacidos tales como la lisina
o la arginina que son muy susceptibles al calor. El método sélo se utilizd para analisis dél
harina de soja y esta basado en la relacién inversa encontrada entre la solubilidad de las
proteinas en KOH (0.2%) y el calor a que es sometida la muestra. La determinacién de la
proteina soluble final se hace mediante el analisis del contenido en nitrégeno por el método
Kjeldhal. '

Un valor de indice de solubilidad de la proteina entre 60-80 se puede considerar 6ptimo
en los alimentos para peces (AKIYAMA, 1988).

2.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS DIGESTIVAS.
2.6.1. Preparacion de extractos.

El estudio de la actividad de los enzimas digestivos fue realizado en 9 peces de cada
tratamiento. Para ello se extrajo de cada uno una porciéon de aproximadamente 1 cm del
digestivo medio, conteniendo los ciegos piloricos y parte del intestino proximal. Se pesé y
homogeneiz6 (1:10 p/v) en buffer Tris-HCI (300 mM, pH 8.1) enfriado previamente,
centrifugando a continuacién a 14.000 rpm (4°C, 15 min). Los sobrenadantes asi obtenidos
fueron utilizados para medir las actividades. |

2.6.2. Actividad tripsica.

La actividad tripsica fue medida a 25°C con BAPNA (N-benzoyl-L-arginine-p-
nitroanilide) como sustrato especifico. La mezcla de reaccién consistid en 50 ul de BAPNA
(0.25 nM en buffer Tris-HCL, 0.1 M, pH 8.1, conteniendo 20 mM de CaCl,), \430 ul de buffer
Tris-HCl y 20 pl de extracto enzimatico. El tiempo de reaccion fue de 10 min, calculdndose
la actividad por el incremento de absorci6n a 25°C y 405 nm (HOFER y UDDIN, 1985). La
actividad se expres6 como mUnidades/mg de proteina soluble. La proteina soluble de los
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extractos fue determinada de acuerdo con BRADFORD (1976).

2.6.3. Actividad amilisica.

La actividad amilasica se realizé mediante la agregacion de 0.1 ml de cada uno de los
sobrenadanmtes a 1 ml de almidén soluble (1% p/v en agua destilada). La mezcla de reaccion
fue incubada a 25°C durante 10 min. Una vez pasado este tiempo se afiadieron 5 ml de
reactivo de maltosa (ADNS), volviendo a incubar durante 5 min en agua hirviendo. Las
lecturas se hicieron a 540 nm, expresando los resultados como unidades/mg de proteina
suluble. La proteina soluble fue determinada segin BRADFORD (1976).

2.7. DETERMINACION DE NIVELES DE EXCRECION DE AMONIO.

Las muestras de agua de los tanques recogidas durante los ensayos de excrecion de
amonio fueron procesadas usando un analizador por inyeccion de flujo de la marca Tecator,
Hoganis, Swedden, modelo FIA star 5010. El método (Tecator appl. ASN 50-01/84), con
algunas modificaciones para adaptarlo a agua salada, consiste en someter a la muestra a un
pH basico (NaOH 1.5M), con lo que se convertira el NH," en NH, gas, que pasara por
difusiéon a través de una membrana de intercambio idnico. A continuacién se le hace
reaccionar con un colorante (indofenol), determinindose su concentracion por
espectrofotometria a 590 nm.

2.8. METODOS HISTOLOGICOS.

Las muestras utilizadas para estudios histologicos fueron fijadas con buffer de formalina
neutra al 10%. Posteriormente los bloques fueron incluidos en parafina y los cortes de cada
uno tefiidos con hematoxilina y eosina o con acido peryddico-reactivo de Schiff (PAS), para
posteriores observaciones al microsbopio (MARTOJA y MARTOJA-PIERSON, 1970). Las
tinciones o reacciones PAS positivas aportan informacion principalmente sobre las
deposiciones de glucogeno y mucopolisacaridos en el tejido estudiado. '
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Los estudios fueron realizados principalmente en el tejido hepatico, ya que son muchos
los autores que afirman que los cambios hepaticos pueden ser usados como un indicador de
las condiciones nutricionales y fisiologicas en los peces (HIBIYA, 1982; STORCH vy
JUARIO, 1983, SEGNER y JUARIO, 1986). Segin ORACHUNWONG et al. (1988), la
comparacion de observaciones entre la histologia del higado y el crecimiento de los peces
ayudan a un mejor entendimiento sobre la utilizacion de las dietas por los peces.

2.9. TRATAMIENTOS ESTADISTICOS.

Los datos en todos los experimentos fueron sometidos a analisis de varianza de una
entrada (ANOVA), siendo las diferencias entre medias comparadas por el test de Tukey con
un intervalo de confianza del 95% (P<0.05) (ZAR, 1984).

En los casos en que se obtuvo un valor para P<0.05 en el test de Bartlett de
homogeneidad de las varianzas, los datos fueron transformados previamente y luego
analizados segun el test de Tukey. Por ultimo, aquellos datos cuyas tranformadas no
mejoraban el valor de la P de Bartlett fueron sometidos al test no paramétrico de Kruskal-
Wallis (ZAR, 1984).
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3. EFECTO DE LA INCLUSION DIETETICA DE HARINAS DE SOJA, ALTRAMUZ,
GLUTEN DE MAIZ, Y CARNE Y HUESOS EN EL CRECIMIENTO Y
UTILIZACION DEL ALIMENTO DE LOS JUVENILES DE DORADA.

3.1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

A nivel comercial, el principal objetivo de la produccion acuicola es el de maximizar el
crecimiento y la supervivencia al minimo costo (KNIGHTS, 1985).

La importancia, tanto cualitativa como cuantitativa, de la proteina como ingrediente en
dietas para peces ha sido enfatizada por los nutricionistas en multitud de trabajos (NRC,
1977, 1983; COWEY, 1979; HALVER y TIEWS, 1979; PANDIAN y VIVEKANANDAN,
1985; TACON y'COWEY, 1985; WILSON y HALVER, 1986; STEFFENS, 1987, DE LA
HIGUERA, 1989; KAUSHIK, 1990).

" En régimen de produccion animal la proteina de cualquier dieta se utiliza
fundamentalmente con fines de mantenimiento y crecimiento. Desde un punto de vista
practico, lo que interesa evidentemente, es destinar la mayor parte de la proteina dietaria
hacia el crecimiento, minimizando el costo proteico de mantenimiento, que incluye sintesis
de proteinas funcionales, gluconeogénesis y energia. Como se ha mencionado en apartados
anteriores, el aprovechamiento de la proteina dietaria por el pez, es decir, la relaciéon existente
entre la proteina acumulada y la proteina consumida, se ve influida por multitud de factores
(COWEY, 1975, 1980; STEFFENS, 1981).

Aunque, como se ha expuesto anteriormente, esta ampliamente demostrada la utilidad
de la harina de pescado como fuente de proteina en los piensos para acuicultura debido a los
.excelentes resultados de crecimiento y utilizacion nutritiva a que da lugar, los problemas que
ultimamente conlleva su empleo han determinado que multitud de investigadores orienten sus
esfuerzos hacia la busqueda de otras fuentes de proteina capaces de reemplazar total o
parcialmente a esta materia prima en la formulacion de las dietas.

En este sentido, es posible encontrar una amplia variedad de trabajos en los que se
estudia de manera comparada el valor nutritivo de diferentes tipos de ingredientes proteicos,
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tanto de origen vegetal como animal en relacion a la harina de pescado, valorando los
resultados de su utilizacion en el crecimiento y aprovechamiento del alimento por distintas
especies de peces.

En el presente capitulo se estudia el efecto de incluir las cuatro materias primas cuya
seleccion se justifica en el capitulo anterior en piensos para dorada, y se presentan resultados
relativos al crecimiento y utilizacién nutritiva de las distintas formulas. Se aportan evidencias
ademas de posibles alteraciones histologicas relacionadas con el uso nutritivo de
determinados ingredientes. Con este objeto se llevaron a cabo una serie de experimentos en
los que dichas materias primas fueron incluidas a distintos niveles en dietas experimentales
para juveniles de esta especie.
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3.2. EXPERIMENTO 1. SOJA Y ALTRAMUZ.!
3.2.1. INTRODUCCION.

Los ensayos realizados con harina de soja como tnico o principal componente proteico
de las dietas para trucha han dado como resultado pobres indices de crecimiento y conversion
del alimento, asi como elevadas tasas de mortalidad (RUMSEY y KETOLA, 1975;
SPINELLI et al., 1979). Sin embargo, otros autores (LIEBOWITZ, 1981) muestran que en
piensos para pez gato la soja puede llegar a sustituir totalmente a la harina de pescado
miéntras se cubran las necesidades de P y energia.

Por otro lado, la sustitucion parcial de la harina de soja en dietas para peces aparece
ampliamente documentada en la bibliografia, observandose resultados contradictorios en
diferentes trabajos. Asi tenemos que SPINELLI et al., (1979) encontraron que niveles de
sustitucion del 50% de la harina de pescado por harina de soja en una dieta OMP (Oregon
Moist Pellet) para salmén coho de 30 g de peso medio inicial resultaron en una reduccién
del crecimiento y la conversion de alimento de un 20% y un 23% respectivamente. Niveles
de sustituciéon mayores al 50% resultaron completamente inadecuados. En el caso de la
trucha arco iris, ALEXIS et al. (1985), comprobaron que las sustitucuiones de hasta un
30% de la proteina dietaria (45%) resultaron en tasas de cremiento y conversion del alimento
semejantes a las obtenidas para la proteina de pescado. Estos resultados fueron corroborados
por BUDDINGTON y HILTON (1987), quienes obtuvieron buenos indices de crecimiento
en truchas arco iris de 25 g alimentadas con 26,7% de harina de soja en una dieta
conteniendo un 49% de proteina durante 20 semanas. Posteriormente, MOYANO et al.,
1992, comprobaron que niveles de sustituciéon de hasta un 45% de la proteina de harina de
pescado por harina de soja no afectaron al crecimiento, aceptaciéon y conversion del alimento,
asi como a las propiedades organolépticas de los peces, con respecto a aquellos alimentados
con un pienso comercial o con una dieta control a base de harina de pescado como tinica
fuente proteica.

(1) Parte de los resultados del presente experimento han sido publicados en la revista Aquaculture, 1995, vol. 130: 219-233,
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Para tilapias sometidas a condiciones practicas de cultivo en Israel, sustituciones de la
mitad de la harina de pescado por harina de soja, sin ningin tipo de suplementacion,
resultaron en dietas nutricionalmente equivalentes (VIOLA y ARIELY, 1983). Por otra parte,
sustituciones completas de la harina de pescado por harina de soja, si se suplementa la soja
con 3% de fosfato di-célcico y 2% de aceite de aves, dieron resultados de crecimiento iguales
a aquellos que se obtuvieron para el harina de pescado (VIOLA et al., 1988).

En contraposicion en pez gato ANDREWS y PAGE (1974), encontraron que la
inclusion de harina de soja en las dietas producia un crecimiento y eficacia alimenticia
significativamente reducidos, resultados que no se vieron mejorados por la suplementacién
de la harina de soja con extractos lipidicos, o adicién de aminoacidos puros (metionina,
cistina o lisina). MOHSEN y LOVELL (1990), trabajando también con esta misma especie
mostraron que en individuos de 18 g de peso inicial, a medida que se aumentaba la
proporcién de proteina de origen animal (harina de pescado y/o harina de carne y huesos y
harina de sangre) frente a la harina de soja en un pienso control con harina de soja como
unica fuente de proteina, se incrementaban el peso y la ganancia proteica y lipidica por los
peces.

Experimentos con platija, Pleuronectes platessa, muestran unos resultados de
crecimiento similares a los obtenidos con harina de pescado como tinica fuente proteica
cuando un 40% de la proteina dietaria de pescado fue sustituida por proteina de soja, sin
embargo, reemplazando un 45% de la proteina de pescado por harina de soja libre de
inhibidores tripsicos, se obtuvieron un crecimiento y utilizacion nutritiva significativamente
menores después de 12 semanas de alimentacién (COWEY et al., 1971).

En dietas himedas para seriola, sustituciones de la harina de pescado por harina de soja
por encima del 30% resultaron en un mal aprovechamiento del alimento, incluso
suﬁlementando las dietas con aminoacidos, fosforo y atractantes (LEE et al., 1991). Trabajos
posteriores corroboran que hasta un 30% de sustitucion de la harina de pescado por harina
de soja en piensos para esta especie dan resultados semejantes al control de harina de pescado
(VIYEKARN et al, 1992; SHIMENO et al, 1992). TAKI et al. (1989), también
encontraron buenos resultados de crecimiento y utilizacién del alimento cuando se usé un
concentrado de proteina de soja, suplementado con amino4cidos, para reemplazar un 20%
del harina de pescado en dietas para juveniles de esta especie. |
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En el caso de juveniles de lubina, se observaron buenos resultados de crecimiento y
factor de conversion, en la utilizacién en las dietas de hasta un 20% de harinas de soja y
gluten de maiz como sustitutos del harina de pescado (ALLIOT et al., 1979). Por ultimo,
para la dorada japonesa se obtuvieron buenos resultados de crecimento con un 53% de la
proteina dietaria constituida por una mezcla de harinas de soja y de gluten de maiz (INA,
1981).

En adicion a estos variables resultados, hay que tener en cuenta el hecho de que la soja
no es un ingrediente disponible en todo el mundo, por lo que se ha visto una creciente
necesidad de investigar la posibilidad de usar otras fuentes vegetales de proteinas con un
valor nutritivo comparable al de la soja. La harina de semillas de altramuz, por los motivos
que se especificaron en el Apdo. 1.5., ha sido considerada como una de las materias primas
de elevado potencial en este sentido.

" Asi GROORP et al. (1979), obtuvieron resultados satisfactorios con niveles de inclusién

de hasta un 20% de harina de altramuz (9% de proteina en la dieta) en piensos para trucha

arco iris. Estudios posteriores con esta misma especie muestran que la harina de semilla de
altramiz crudo (Lupinus albinus) puede ser incorporado hasta niveles de un 30-40% en las
dietas (HUGHES, 1988; GOMES y KAUSHIK, 1989b). HUGHES (1988), sefial6 la ventaja
econdmica del uso de la harina de altramuz como fuente proteica alternativa en dietas para
trucha, puesto que incluso a un nivel de incorporacion del 40% en la dieta, los resultados
obtenidos eran comparables a los que se obtendrian con harina de soja sin desengrasar,
teniendo en cuenta el precio mas elevado de esta tltima. En el caso de la harina de semilla
de la variedad, Lupinus albus, tratada o no con calor/expansion, niveles de sustitucion del
20% de la harina de pescado en dietas para trucha arco iris, dieron mejores resultados de
crecimiento y utilizacion del alimento que sustituciones similares por harina de semilla de
guisante, Pisum sativum, y harina de habas, Vicia faba, (DE LA HIGUERA et al., 1988).
MOYANO et al. (1992), encontraron que el nivel 6ptimo de sustitucion de la proteina de
pescado por harina de altramuces en piensos para trucha arco iris era del 30%, no afectando
la inclusion al crecimiento, aceptacion y conversién del alimento respecto a aquellos
alimentados con un pienso comercial o con una dieta control compuesta por harina de
pescado como unica fuente proteica. Los resultados obtenidos con otra variedad de altramuz,
Lupinus angustifolius, confirman los beneficios del uso de esta proteina vegetal como fuente
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sustitutoria de la harina de pescado en dietas para trucha (KAUSHIK, 1989 en Progress in
Fish Nutr.).

3.2.2. CONDICIONES EXPERIMENTALES.

De los ingredientes proteicos a utilizar en este experimento, la harina de pescado fue
suministrada por la empresa AGRAMAR S.A., y la harina de soja y las semillas de altramuz
(Lupinus angustifolius), fueron obtenidas a través de importadores locales. En el harina de
soja se determinaron la actividad de los inhibidores de tripsina y la solubilidad de las proteinas
en KOH 0,2%, segin la metodologia expuesta en los Apdos. 2.5.9. y 2.5.10,,
respectivamente. Los resultados de estos analisis indicaron que la harina habia recibido un
tratamiento con calor apropiado. La composicion de las materias primas utilizadas en la la
elaboracion de los piensos para el presente experimento se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Composicion de las materias primas utilizadas en la elaboracién de los piensos
experimentales con harinas de soja y altramuz (g/100 g peso seco).

INGREDIENTES HARINA DE HARINA DE HARINA DE
PESCADO SOJA ALTRAMUZ
Proteinas 62.40 49.88 42.89
Lipidos 8.34 2.59 15.30
Ceniza 17.37 6.37 3.52
Fibra 094 13.92 20.24
Carbohidratos* 1.95 27.24 18.05
Humedad 5.87 10.49 9.09

* Calculados por diferencia (100- resto ingredientes).

Una vez preparados y analizados los ingredientes, se formularon dos grupos de dietas
experimentales en las que se reemplazé en cada una el 10, 20 6 30% de la proteina de la
harina de pescado por proteinas de harina de soja o de altramuz (Tabla 9), asignandosele a
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cada una de ellas una clave con la inicial de la fuente proteica alternativa seguida por el nivel
de sustitucién de la misma:

S10, S$20 y S30 para la harina de soja.
A10, A20 y A30 para la harina de altramuz.

La composicion de los piensos resultantes aparece en la Tabla 9, los aminogramas
calculados de los mismos en la Tabla 10 y el computo quimico y porcentaje de deficiencia
para el primer aminoacido limitante frente a las necesidades de aminoacidos escenciales para
dorada en la Tabla 11.

En el caso de las dietas que contenian altramuz, debido al elevado contenido en grasas
encontrado en esta materia prima, se considerd necesario afiadir una mezcla de
triacilglicéridos conteniendo un 42% de n-3 HUFA con los que alcanzar el nivel de acidos
grasos esenciales adecuado para esta especie (IBEAS et al., 1994). La composicién en 4cidos
grasos de los diferentes ingredientes incluidos en las formulas dietarias del presente ensayo
se muestran en los anexos I y II.

" Para llevar a cabo este experimento se utilizaron doradas de 40 g de peso medio inicial
que fueron aclimatadas durante 3 semanas al tratamiento control en un tanque de 1000 L,
antes de ser anestesiadas, pesadas y repartidas al azar en los tanques experimentales en
grupos de 12 peces por tanque.

Los tanques fueron provistos de flujo continuo (1 I/min) de agua de mar (19 + 1.5°C),
siendo el valor medio de pH medido a lo largo del experimento de 8.23 + 0.14.; y los peces
fueron alimentados "ad libitum" cuatro veces al dia, (09:00, 12:00, 15:00 y 18:00),
manteniendo un fotoperiodo constante de 12 h luz/12 h oscuridad durante 60 dias de

experimentacion.
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Tabla 9. Formulacion y composicion de las dietas ensayadas en los experimentos con harinas de soja

y altramuz.
INGREDIENTES C S10 S20 S30 A10 A20  A30
(% peso humedo)
Harina de pescado 76.61 6895 6129 5363 6895 6129 53.63
Harina de soja - 10.08 20.16 30.24 - - -
Harina de altramuz - - - = 11.54 23.08 34.62
Aceite de pescado 5.99 6.59 7.19 7.79 4.13 2.30 043"
EPA 423 - - - - 0.85 1.68 2.54
Almidén de maiz 4.08 4.08 4.08 4.08 4.08 4.08 4.08
Dextrina 136 136 136 136 136 136 1.36
Vitaminas' 200 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Minerales® 0.40 0.40 0.40 040 040 0.40 0.40
cMmct 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
o-Celulosa 906 604 302 - 619 331 044
COMPOSICION

(% peso seco)

Humedad 606 595 867 936 634 783 1020
Proteinas 55.78 57.13 5535 5545 5632 5588 5292
Lipidos 1323 1271 1325 1380 12.58 11.83 11.43
Ceniza 1490 1376 1196 12.16 1198 11.99 1137
Fibra 716 568 401 245 698 561 486
Carbohidratos® 893 1072 1543 1614 12.14 1469 19.42
Energia bruta (Kj/g) 18.12 1893 1847 1695 1683 1677 18.07

(1) ¥ (2) Composicion de las mezclas en 1a Tabla 6. En la mezcla de vitaminas se afiadio un 0.5% de
Cr,0; aexpensas de la a-celulosa contenida en la misma.

(3) Mezcla de triacilglicéridos (42% n-3 HUFA).

(4) Carboximetil celulosa.

(5) Calculados por diferencia (100-resto ingredientes).
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Tabla 10. Composicién en aminoacidos esenciales calculados para las dietas experimentales con
harinas de soja y altramuz (expresados en % de la proteina).

AA” C S10 S20 S30 Al0 A20 A30
Arg 4.33 6.78 6.73 6.67 6.62 7.38 7.98 8.59
His 1.82 3.21 3.09 2.97 2.85 3.12 3.03 2.94
Ile 3.76 3.21 3.51 3.81 4.10 3.36 3.51 3.66
Leu 5.24 8.03 8.04 8.05 8.06 7.92 7.81 7.70
Lys 5.49 8.03 7.83 7.63 7.43 7.68 7.33 6.99
Met 2.00 3.21 2.99 2.78 2.56 2.88 2.55 222
Phe 2.53 3.21 3.32 3.43 3.54 3.12 3.03 2.94
Thr 3.69 4.82 4.68 4.53 4.39 4.56 4.30 4.05
Trp 0.50 1.61 1.55 1.49 1.44 1.68 1.75 1.83
Val 3.27 3.21 3.51 3.81 4.10 3.12 3.03 294

* Necesidades en aminoacidos para dorada calculados en base a la composicion corporal de la misma

(VERGARA, 1992).
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Tabla 11. Cémputo quimico y porcentaje de deficiencia calculados para el primer aminocido
limitante de cada una de las dietas ensayadas en los experimentos con harinas de sojay
altramuz, frente a las necesidades en AAE para dorada.

C S10 S20 S30 Al0 A20 A30

Coémputo quimico 85.37 93.09 - - 89.36 92.66 89.91
% deficiencia 14.63 6.91 - - 10.64 734 10.09
Primer AAE limitante Ile Tle - - Ile Val Val

3.2.3. RESULTADOS.
CRECIMIENTO Y UTILIZACION DEL ALIMENTO.

La aceptacion de todas las dietas fue buena, no observandose mortalidad durante el
periodo experimental. La media de ingestion diaria del alimento oscilé entre 1.19 y 1.34
8/100g de pez, no viéndose ésta influenciada por el tipo o nivel de ingrediente vegetal
empleado en la dieta. De esta manera, como se observa en la Tabla 12, tanto las ingestas
totales, como las ingestas proteicas obtenidas para los distintos tratamientos fueron
significativamente semejantes. De igual forma, el crecimiento de los peces expresado en
términos de incremento de peso (Fig. 6), no se vi6 afectado estadisticamente por el tipo o
nivel de sustitucion de la proteina vegetal en las dietas (Tabla 12). A nivel general se observé
que comparando entre los dos grupos de dietas (soja y altramuz), el crecimiento resulté
ligéramente superior en los peces alimentados con los piensos que incluyeron soja respecto
a los de altramuz, a igual nivel de sustitucién. Los mayores incrementos de peso fueron
obgervados en los peces alimentados con la dieta S10, siendo éstos significativamente
mayores que los de los peces alimentados con la dieta A30.

Los indices hepatosométicos (HSI) no difirieron entre los peces alimentados con los
distintos tratamientos (Tabla 12).

Los valores de FE (Tabla 12) resultaron semejantes en todos los casos, no observandose
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tampoco efectos del tipo de ingrediente vegetal. La FE para los peces alimentados con las
dietas S10 y A10 fue significativamente mayor que aquellos alimentados con la dieta A20.
En el caso del PER los resultados tampoco se vieron negativamente afectados por el tipo de
proteina vegetal, mostrando resultados bastante similares para los diferentes grupos. El PER
fue significativamente mayor en los peces alimentados con la dieta S20 que en aquellos
alimentados con la dieta A20.

El estudio de la retencién proteica, medida por el PPV, revelé que ésta no se vid
significativamente influenciada por el tipo de ingrediente vegetal, siendo los valores obtenidos
para los peces alimentados con las dietas A10 y S20 menores que aquéllos obtenidos para el
grupo control (Tabla 12). Los peces alimentados con los tratamientos que incluian altramuz
mostraron una cierta tendencia a aumentar la retencion proteica con el incremento de esta
materia prima en el pienso.
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Tabla 12, Crecimiento, utilizacién nutritiva de la dieta y de la proteina e indice hepatosomatico para los piensos experimentales con harinas de soja y altramuz.

C S10 $20 S$30 Al0 A20 A30
Peso medio inicial (g)  38.37%:1.99 40.29%+0.82 39.38%£0.75 37.00°£0.98 38.55%1.94 38.68°£0.76  39.63%:0.79
Peso medio final (g) 60.09%+2.92 64.46°£2.33  62.02%+1.31 56.49£1.36  60.28%+2.39  59.06™+0.56  61.46"+3.21
Incremento peso 56.70%+6.19 59.97°+5.68  57.50®+3.20  52.67%+2.18  56.42%+323  52.77%+420  51.76%+5.26
(% peso inicial)
Ingesta total (g) 428.66*t14.36  462.97*421.90 446.09%:21.70 427.32+51.77 416.39°t15.24  462.32%425.92 441.46°+35.12
Ingesta proteica (g) 227.20%43.73 248.76%11.77 225.51*%10.97 210.90%25.55  219.64°:8.04 238.11%:13.35 208.77°+17.56
FE 0.61%+0.07 0.63°+0.04 0.61*+0.05 0.55%+0.06 0.63"+0.04 0.53%0.03 0.56™+0.06
PER 1.15%+0.12 1.16®+0.08 1.21°+0.09 1.12%+0.12 1.18%+0.07 1.03%£0.05 1.19%+0.12
PPV 24.91%+2.38  22.39"+1.04  19.70®+1.10  21.95%%2.98 19.01%:0.51  24.87°+1.40  27.66%+2.22
HSI 1.31%40.31 1.29%£0.26 1.28%0.13 1.38%£0.18 1.45%0.23 1.60%:0.23 1.38%£0.16

*Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P <0.05).
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COMPOSICION CORPORAL DE LOS PECES.

Los resultados obtenidos para la composicién corporal final de los peces utilizados en
el presente experimento aparecen en la Tabla 13. En la misma se observa que la inclusion de
materias primas vegetales en la racién no afectd de forma significativa a la composicion
cofporal de los peces, excepto en el caso de los peces alimentados con la dieta A10 que
presentaron un contenido en proteinas significativamente menor que los peces control; y en
el caso de aquellos alimentados con las dietas A20 y A30, cuya composicién en lipidos
también resulto ser significativamente menor que la de los peces control. Por otro lado, se
apreci6 un significativo aumento del nivel de proteina en los peces alimentados con piensos
de alto contenido en harina de altramuz (dietas A20 y A30), siendo éstos superiores a los de
los peces alimentados con harina de soja a los mismos niveles de sustitucién. En relacion a
la humedad los valores obtenidos fueron muy homogéneos para los diferentes tratamientos.
Los valores calculados de retencion energética (Tabla 13) oscilaron entre un 25% y un 34%
para todos los grupos experimentales, existiendo diferencias significativas solo entre los peces
alimentados con la dieta S20, que resulté mayor que en los peces alimentados con la dieta
A20. '

ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Los valores obtenidos para la actividad de la tripsina muestran grandes variaciones entre
los diferentes grupos experimentales, variando entre 8 y 180 mUnidades/mg de proteina
soluble (Tabla 14). Los valores de la actividad proteasica en los peces alimentados con las
dietas en las que se incluydé harina de altramuz, decrecieron al incementar el nivel de
sustitucion. También se observé una reduccion significativa en la actividad de la tripsina en
los peces alimentados con dietas que incluian un 30% de harina de soja.

La actividad amilasica (Tabla 14) medida en peces alimentados con dietas que incluian
soja fue claramente mayor que la obtenida en peces que consumieron piensos con altramuz.
Por otra parte, se aprecid0 como dicha actividad era mas reducida en aquellos peces
alimentados con raciones que incluian una mayor cantidad de de harina vegetal en la dieta y
por consiguiente, consumian una mayor proporcion de carbohidratos. Este efecto se hizo
especialmente patente cuando el pienso incluia altramuz.
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Tabla 13. Composicién corporal y tasa de retencién energética de los peces utilizados en el experimento con harinas de soja y altramuz.

COMPOSICION C S10 S20 S30 Al0 A20 A30

(% peso seco)
Protefnas 56.08%9+1.28  56.96%+2.42  52.87*+3.19 53.64*°+0.92  51.98%+3.03 58.22943.02  57.67%+0.73
Lipidos ’ 31.88°+1.64  29.39*+2.71 32.55°£1.02  30.16™+1.61  30.46™x1.85 27.60°£2.56  28.56°x1.54
Humedad 67.06°+0.85  67.65"«1.00 66.88°+0.95  68.25°+0.92  66.98°+1.80 68.57"+1.43  68.43°+0.20
RETENCION 33.85£3.95 30.29*%1.83 34.08°+1.32  27.05°+2.89 32.35™+1.91 25.63°+1.36  28.24*+3.14

ENERGETICA (%)

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).

Tabla 14. Actividades enzimdticas digestivas determinadas en peces alimentados con las dietas experimentales (mU/mg prot. sol.).

C S10 S20 S30 Al0 A20 A30

Actividad tripsica 0.12°£0.06 0.09°+0.04 0.15%+0.07 0.02*°+0.01 0.04*+0.02  0.01°£0.0004 0.01*+0.0003
Actividad amildsica 13.22°+2.77  11.28°+2.60 18.80%+4.25 4.40+0.89 6.36°+2.38 4.13*+1.62 2.16°+0.67

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).
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ESTUDIOS HISTOLOGICOS.

Las muestras de los higados de los peces alimentados con las harinas vegetales fueron
comparadas con aquellas de los peces alimentados con la dieta control, que no mostraron
ninguna alteracién con respecto a una histologia normal (Fig. 7). Alrededor del tejido
pancreatico, se observo un mayor numero de depositos lipidicos en los higados de los peces
alimentados con las dietas que contenian harina de soja (Figs. 8 y 9), encontrandose ademas
nucleos desplazados hacia la periferia en los hepatocitos cuando el nivel de sustitucién de la
harina de soja en la dieta fue igual o mayor al 20%. También se constatd una reduccién en
las deposiciones de sustancias PAS positivas (presumiblemente glucogeno) en el tejido
hepatico, que se difuminaban a medida que la proporcién de harina de soja se incrementaba
en la dieta. Por otra parte, en algunas muestras de peces alimentados con la dieta S30 se
presentaron areas con elevados niveles de vacuolizacién, desorganizacion de los hepatocitos
y focos necréticos puntuales. Sin embargo, la histologia del higado de los peces que habian
sido alimentados con dietas en las que se incluy6 harina de altramuz fue muy similar a los de
los peces alimentados con la dieta control. Se observd un pequefio nimero de gotas lipidicas,
junto con alguna reduccion en los depositos de glucégeno en el citoplasma de los higados de
los peces alimentados con las dietas A20 y A30 (Figs. 10y 11).
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Fig. 7. Tcjido hepatico de peces alimentados con la dieta control.
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Fig. 10. Tejido hepatico de peces alimentados con la dieta 1.20.
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3.2.4. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

En primer lugar se debe resaltar la buena aceptaciéon de todos los tratamientos
experimentales, teniendo en cuenta que las dietas con mayor nivel de sustitucion contuvieron
del.total de las formulas un 30 y un 35% de harina de soja y de altramuz respectivamente. En
contraposicion, diferentes autores (REINITZ, 1980; JACKSON et al., 1982; ROSELUND,
1986; VIYAKARN et al., 1992; HAJEN et al., 1993) han observado en distintas especies una
reduccién importante en la ingesta de las dietas que contienen niveles crecientes de
ingredientes proteicos vegetales.

Estas observaciones parecen estar asociadas principalmente con la gran sensibilidad del
pez a las propiedades organolépticas de sus dietas (BONE y MARSHALL, 1982). En
juveniles de salmon chinook, por ejemplo, se tuvieron ingestas extremadamente bajas para
dietas conteniendo niveles de un 15% y 30% de harina de soja y concentrados proteicos de
soja, los cuales fueron relacionados con una mala palatabilidad de esos productos (HAJEN
et al.,1993). Esta mala palatabilidad de la soja habia sido encontrada también en trabajos
previos por otros autores (FOWLER y BANKS, 1967, FOWLER, 1980). Segin MURAI et
al. (1989), el tratamiento de los productos de la soja con metanol reduce este problema de
mala palatabilidad.

Por otra parte, los buenos niveles de ingesta encontrados para las dietas con harina de
altramuz en el presente experimento concuerdan con aquellos descritos previamente en
salménidos (DE LA HIGUERA et al., 1988; GOMES y KAUSHIK, 19892, HUGHES, 1991;
MOYANO, 1990). En contraste con la harina de soja hay que resefiar, (LIENER, 1980), que
los factores antinutricionales de la harina de altramuz que podrian afectar a la mala
palatabilidad de la misma por los peces (principalmente alcaloides) son hidrosolubles y se
eliminan facilmente. Atendiendo a todo esto, la evaluacién nutricional de ambas proteinas
vegetales no estuvo condicionada por una reduccion en la ingesta alimenticia de los peces
sometidos a los diferentes tratamientos experimentales.

En cuanto al crecimiento, aunque no se encontraron diferencias significativas, se observo
una reduccion global de éste a medida que se increment6 el nivel de proteina vegetal en las
dietas, lo cual pudo ser debido a diferentes factores, entre ellos factores antinutricionales que
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pueden limitar el uso de elevados niveles de ingredientes vegetales en dietas para peces
(CHUBB, 1982; RICHARDSON et al., 1985; GATLIN y PHILLIPS, 1989). En este sentido,
en ¢l caso de los tratamientos con soja se tuvo que el nivel maximo permisible de sustitucion
por esta fuente proteica, con las condiciones experimentales de este trabajo, fue del 20%.
Este resultado se contrapone al 30% encontrado en piensos para seriola (LEE et al., 1991;
VIYEKARN et al,, 1992; SHIMENO et al., 1992), y al 40% determinado para platija
(COWEY et al,, 1971). Por otro lado, los buenos resultados obtenidos para los piensos con
harina de semillas de altramuz concuerdan con aquellos mostrados por MOYANO (1990)
para trucha arco iris, quien encontr6 que el optimo nivel de sustitucion para esta especie era
del 30%, si bien posteriormente, MORALES (1993) llegé a conseguir resultados
satisfactorios desde el punto de vista productivo con sustituciones del 40% de la proteina de
pescado por proteina de altramuz en piensos para esa misma especie.

Segun los resultados de FE, PER y PPV, el valor nutricional de ambas proteinas
vegetales es semejante. No obstante, se pudo observar en conjunto una reduccién en ese
valor conforme el nivel de harina de soja se incrementaba en la dieta, aunque no fueron
detectadas diferencias significativas entre las dietas de cada serie. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por ALLIOT et al. (1979) para lubinas y SHIMENO et al.
(1992, 1993) para seriola.

Un resultado que merece especial mencion es el elevado PPV que se obtuvo para los
peces alimentados con los tratamientos A20 y A30, los cuales estarian relacionados con el
mayor porcentaje en proteinas corporales encontrado para estos peces. La explicacién de
estos valores de PPV tan altos no se puede hacer en funcién de la calidad proteica del
altramuz, en relacién a su composicion en aminoacidos esenciales, puesto que aunque
presenta una elevada proporcion en lisina, es pobre en aminoacidos sulfurados. Segiin
MOYANO (1990), coincidiendo con la hipotesis emitida por HUGHES, (1985), la
explicacion a los sorprendentemente buenos resultados encontrados para el altramuz en
piensos para trucha podria estar relacionada con la capacidad del animal para utilizar
eficientemente el aminoacido glutdmico contenido en altas proporciones en esta materia
prima (20-25% de la proteina), como fuente de amino4cidos no esenciales.

Se sabe que una gran parte de la proteina dietaria es utilizada por los peces con fines
energéticos, existiendo una cierta predisposiciéon de los mismos a utilizar las cadenas
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carbonadas de los aminoéacidos como sustrato energético. En este sentido, la existencia en
la dieta de una elevada proporcion de glutdmico podria representar un "ahorro" importante
en la sintesis de aminoacidos no esenciales, pudiendo ademas ser utilizado para la sintesis de
acidos grasos y para el engorde. Asi un alto contenido en glutamico en la proteina podria
contribuir a un mejor aprovechamiento general de la energia dietaria.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que la harina de altramuz contiene otros
nutrientes energéticos, lipidos y carbohidratos, cuya buena calidad nutritiva podria favorecer
la deposicion de proteinas.

En cuanto a las actividades enzimaticas, se encontrd una reduccion significativa de la
actividad de las tripsinas a medida que se incrementaba el contenido en harina de soja, lo cual
no puede ser explicado en este caso por la presencia de inhibidores tripsicos en la soja, ya que
como resultado de la analitica previa, la presencia de este tipo de inhibidores fue descartada.
En el caso de los tratamientos con harina de altramuz también fue encontrada esta
disminucioén de la actividad tripsica a medida que la incorporacion de harina de altramuz en
el pienso aumentaba; estos resultados podrian sugerir, comparados con los obtenidos para
para la dieta control, la presencia de algin tipo de inhibidor de tripsinas en la harina de
altramuz. Sin embargo, no ha sido notificada la existencia en el altramuz de ningtn factor
antitripsico. En el caso de los peces alimentados con soja, la reduccion de la actividad
enzimatica puede haber estado asociada con la presencia de otro tipo de factores
antinutritivos generalmente presentes en esta materia prima vegetal, los fitatos, los cuales
pueden afectar entre otras cosas a la utilizacion de la proteina de las dietas. RICHARDSON
et al. (1985), encontraron que niveles elevados de este 4cido en piensos para salmones
prc;ducia una reduccién del crecimiento, conversion alimenticia y utilizacion de las proteinas.
Este tipo de compuestos no son utilizables por la mayoria de los peces y animales
monogastricos terrestres, debido a la ausencia en estos organismos del enzima fitasa, que
cataliza la conversion de los fitatos en sustancias disponibles mas simples. Teniendo en cuenta
que la harina de soja tiene aproximadamente un 75% del fosforo en la forma de acido fitico
(1.0-1.5% del harina), es posible que la disponibilidad del fosforo disminuya a medida que
el nivel de harina de soja se incremente en los piensos experimentales.

Por otro lado, el incremento en las deposiciones lipidicas en higado y muisculo , asi como
la disminucién en el contenido de glucégeno en el higado, han sido sefialados como signos

78

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



EVALUACION NUTRITIVA

de deficiencia de fosforo en peces (SAKAMOTO y YONE, 1978; SAKAMOTO, 1981).
Estas observaciones estarian de acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio,
donde el analisis histologico de los higados de los peces alimentados con los niveles méas altos
de soja en las dietas mostraron mayores deposiciones lipidicas junto con una disminucién en
los depdsitos de glucogeno.

El hecho de que las inclusiones crecientes de soja en las dietas no viniesen acompatfiadas
por un aumento en los indices hepatosomaticos de los peces sometidos a esos tratamientos,
podria estar relacionado con el incremento en el grado de degeneracion del tejido hepatico
observado en estos peces. Estos resultados segin MOSCONI-BAC (1987, 1990) supondrian
algo mas que un mero proceso reversible reflejo de una desviacion en el metabolismo de los
acidos grasos.

Los resultados obtenidos en cuanto al contenido en lipidos en carcasa total concuerdan
con los descritos por SHIMENO et al. {1993), que no encontraron un efecto significativo de
los altos niveles de inclusion de harina de soja en las dietas para seriola.

Por otra parte las lectinas o aglutininas, proteinas presentes en las semillas de soja que
tienen la capacidad de aglutinar heritrocitos, pueden formar precipitados con polisacaridos
y oligosacaridos (NIELSEN, 1985; HENDRIKS et al., 1990), reduciendo ain mas su
disponibilidad. Por otro lado, HENDRIKS et al. (1990) encontraron como caracteristica
adicional de las aglutininas de la soja (SBA), la capacidad de union de las mismas a la
membrana del borde piloso o células en cepillo de los enterocitos en salmones, dificultando
de asi la adecuada absorcién de los nutrientes. De esta forma, aparte de los inhibidores
proteésicos, estas SBA pudieran también contribuir al efecto perjudicial de los productos de

soja en dietas para peces.

Ademas de los factores anteriomente citados para la soja, conviene resaltar el hecho de
que algunos oligosacaridos y almidones pueden ser considerados incorrectamente como
carbohidratos disponibles, como ha sido mostrado en el caso de la soja y el altramuz (SAINI,
1989), los cuales dificultan la utilizacién de otros nutrientes. De hecho, una disminucion en
el uso de nutrientes como las proteinas, como consecuencia de los carbohidratos presentes
en la soja ha sido encontrada en salménidos (ARNESEN et al., 1989). COWEY et al. (1971),
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también relacionaron la mala utilizaciéon de la soja en dietas para para platija con los
carbohidratos complejos presentes en este ingrediente, los cuales pueden resistir 1a hidrolisis
enzimatica en el tracto digestivo y afectar adversamente a la digestibilidad de las proteinas.

En conclusién, el tipo o nivel de proteina vegetal con que se aliment6 a los peces en este
experimento no afecté de manera significativa al crecimiento o a la utilizacion nutritiva de las
dietas. Sin embargo, en el caso de los higados de los peces alimentados con las dietas que
contenian harina de soja, fueron observadas diferencias histologicas notables con respecto
a los peces alimentados tanto con la dieta control, como con las dietas que contuvieron harina
de altramuces. Ello pondria en tela de juicio la capacidad de utilizacion de la harina de soja
a niveles altos de inclusion, durante largos periodos, en dietas para dorada.
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3.3. EXPERIMENTO 2. GLUTEN DE MAIZ Y HARINA DE CARNE Y HUESOS.
3.3.1. INTRODUCCION.

El uso de la harina de gluten de maiz como Unica fuente de proteina en alimentos para
pec‘:es no es muy comun (TACON y JACKSON, 1985). Han sido encontrados indices de
crecimiento bajos en dietas conteniendo tinicamente harina de gluten de maiz como fuente
proteica, en alevines de salmén blanco, Chanos chanos (SENERICHES y CHIU, 1988) y
en trucha arco iris (KETOLA, 1982), incluso suplementando las dietas con los aminoacidos
que podian ser limitantes. También en carpas ha sido comprobado que la sustitucion total de
la harina de pescado por gluten de maiz daba peores resultados de crecimiento y utilizacién
del alimento (PONGMANEERAT y WATANABE, 1991).

Por el contrario, ha sido reflejada en diferentes trabajos la buena utilizacion de la harina
de gluten de maiz como sustituto parcial de la harina de pescado en piensos para peces. De
acuerdo con ALEXIS et al. (1985) y FAUCONNEAU (1988), se obtienen buenos resultados
de crecimiento y utilizacion del alimento con niveles del 12 al 20% de harina de gluten de
maiz en dietas para engorde de trucha, mientras que segiin GROPP et al. (1979) con un 25%
de sustitucién de la harina de pescado por gluten de maiz también se obtuvieron resultados
satisfactorios. Mas aun, para esta misma especie MOYANO et al. (1992), demostraron que
incluso reemplazando hasta un 40% de la harina de pescado por gluten de maiz en los piensos
no se observaron efectos negativos sobre el crecimiento, aceptacion y conversion del
alimento. Por otra parte, las propiedades organolépticas de los peces no se vieron afectadas
por la alimentacién con este tipo de piensos en comparacion con los controles formulados
con harina de pescado (MOYANO, 1990).

Por el contrario, en el caso de dietas para juveniles de seriola, sustituciones de mas de
un 10% de la harina de pescado por gluten de maiz en el pienso resultaron en una
disminucion del crecimiento y la eficacia alimenticia con respecto a una dieta control de
pescado.

En juveniles de lubina, ALLIOT et al. (1979) obtuvieron que sustituciones de hasta un
20% de la harina de pescado por harina de gluten de maiz no afectaron practicamente al
crecimiento y factor de conversion de las dietas.
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Por otro lado, diferentes autores han encontrado mejores resultados de crecimiento
utilizacion nutritiva de las dietas mezclando en diferente proporcion el gluten de maiz con
otras fuentes proteicas de origen vegetal. Asi, segiin GOMES et al. (1994), niveles de
sustitucioén de hasta un 50% de la harina de pescado por una mezcla de harinas de soja'y
gluten de maiz en piensos trucha arco iris dieron resultados similares de utilizacién del
alimento frente al control con harina de pescado. Estos valores se contraponen a los
previamente obtenidos por PONGMANEERAT y WATANABE (1992), quienes habian
encontrado que el mejor nivel de sustitucion era del 40% siendo la relacién 25% de soja-15%
de gluten la mas efectiva a la hora de encontrar una sustitucion 6ptima de la harina de
pescado en piensos para trucha arco iris.

En el caso de la harina de carne y huesos, los resultados obtenidos en dietas para peces
varian entre unas especies y otras, dando en general a niveles de inclusién muy altos, malos
resultados de crecimiento y utilizacion del alimento en trucha arco iris (WATANABE y
PONGMANEERAT, 1991), y en carpa (PONGMANEERAT y WATANABE, 1991), y
buenos en tilapia (DAVIES et al., 1989).

Si bien LANGAR y METAILLER (1989) obtuvieron buenos resultados de crecimiento
y conversion alimenticia para lubina, con niveles de hasta el 30% de la proteina dietaria
provinente de harina de carne, no hay suficiente informacion disponible para dorada.

3.3.2. CONDICIONES EXPERIMENTALES.

Los ingredientes proteicos alternativos a la harina de pescado usados en este
experimento fueron harina de gluten de maiz, proporcionada por la empresa CAMPOEBRO
INDUSTRIAL, S.A., y harina de carne y huesos, obtenida a nivel local. No se considerd
necesario ningln tipo de tratamiento de los ingredientes antes de su inclusién en las dietas.
Las composiciones de las materias primas utilizadas en la elaboracion de los piensos a ensayar
en el presente experimento aparecen en la Tabla 15.
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Tabla 18. Composiciéon de las materias primas utilizadas en la elaboracion de los piensos
experimentales con harinas de gluten de maiz y came y huesos (g/100 g peso seco).

INGREDIENTES HARINA DE HARINA DE HARINA DE
' PESCADO GLUTEN DE CARNE Y
MAIZ HUESOS
Proteinas 74.69 85.37 64.09
Lipidos 7.72 2.57 10.31
Ceniza 16.38 1.34 25.42
Humedad 7.75 10.28 7.68

En este caso también fueron formulados dos grupos de dietas experimentales, en las que
se sustituyé la proteina de la harina de pescado por proteinas de gluten de maiz o de carne
y huesos a niveles de 20, 30 6 40% (Tabla 16), asignandosele a cada una de ellas una clave
con la inicial del ingrediente proteico alternativo seguido por el nivel de sustitucion del
mismo:

G20, G30 y G40 para el gluten de maiz.
M20, M30 y M40 para la harina de carne y huesos.

Estos niveles de inclusion de las fuentes de proteina sustitutorias de la proteina de
pescado usados en este experimento son superiores a los del experimento anterior, en base
a los buenos resultados obtenidos con los mismos en varias especies estudiadas por otros
autores, debidos principalmente a un contenido mas apropiado de aminoécidos en estos
ingredientes. La Tabla 16 muestra la formulacion y composicion de las diferentes dietas
experimentales ensayadas. La composicion en aminoacidos esenciales calculada para cada
uno de los tratamientos, junto con el perfil de aminoacidos en carcasa de dorada se muestran
en la Tabla 17. Por otro lado, la Tabla 18 presenta el computo quimico y porcentaje de
deficiencia calculados para el primer aminoacido limitante de cada una de las dietas
ensayadas, frente a las necesidades en aminoacidos escenciales para dorada.

83

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran Ci

© Unive



EVALUACION NUTRITIVA

Tabla 16. Formulacién y composicion de las dietas ensayadas en los experimentos con harinas de
ghuten de maiz y carne y huesos.

INGREDIENTES C G20 G30 G40 M20 M30 MA40
(% peso humedo)
Harina de pescado 60.25 4820 4217 36.17 4820 4217 36.17
Harina de gluten de maiz - 10.54 15.81 21.08 - - -
Harina de carne y huesos - - - - 14.04 21.06 28.09
Aceite de pescado 735 829 874 921 829 874 921
Almidoén de maiz 16.15 16.15 16.15 16.15 16.15 16.15 16.15
Dextrina 5.38 5.38 5.38 5.38 5.38 5.38 5.38
Vitaminas 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Minerales® 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
CcMC? 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
a-Celulosa 6.37 694 = 725 7.51 3.44 2.00 0.50
COMPOSICION

(% peso seco)
Humedad 7.54 6.10 4.78 6.86 5.61 6.73 6.34
Proteinas 4434 45.17 4280 42.69 4389 4195 4385
Lipidos 11.35 1099 1050 1171 13.14 14.11 14.81
Ceniza 12.43 10.73 8.86 735 1392 1571 16.66
Fibra 6.59 7.49 7.75 6.35 4.29 3.35 2.03
Carbohidratos* 2529 2562 3009 3190 2476 2488 22.65
Energia bruta (Kj/g) 1812 1755 1747 1789 1787 17.10 1754

(1) y (2) Composicion de las mezclas en la Tabla 7.

(3) Carboximetil celulosa.

(4) Calculados por diferencia (100-resto ingredientes).
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Tabla 17. Composicion en aminoacidos esenciales calculados para las dietas experimentales con

harinas de gluten de maiz y carne y huesos (expresados en % de la proteina).

AA” C G20 G30 G40 M20 M30 M40
Arg 4.33 5.80 5.17 4.85 4.54 5.99 6.09 6.19
His 1.82 2.74 2.44 2.29 2.14 2.51 2.40 2.28
Ile 3.76 2.74 2.68 2.65 2.62 2.83 2.87 2.92
Leu 524 6.84 7.41 7.70 7.99 6.43 6.23 6.02
Lys 5.49 6.84 5.73 5.17 4.62 6.43 6.23 6.02
Met 2.00 2.74 2.44 2.29 2.14 2.51 2.40 228
Phe 2.53 2.74 2.92 3.01 3.10 2.83 2.87 292
Thr 3.69 4.10 3.77 3.61 3.44 3.92 3.83 3.74
Trp 0.50 1.37 1.10 0.96 0.83 1.09 0.96 0.82
Val 2.74 2.68 2.65 2.62 3.15 3.35 3.56

3.27

* Necesidades en aminoécidos para dorada calculados en base a la composicién corporal de la misma

(VERGARA, 1992).
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T abla 18. Computo quimico y porcentaje de deficiencia calculados para el primer aminoécido
limitante de cada una de las dietas ensayadas en los experimentos con harinas de gluten de
maiz y carne y huesos, frente a las necesidades de AAE para dorada.

C G20 G30 G40 M20 M30 M40

Coémputo quimico 7270  71.09 7029 69.50 75.06 76.13 7745
% deficiencia 2730 2891 2971 30.50 2494 23.87 22.55
Primer AAE limitante Tle Ie Ile Ile Ile Ile Ile

Para llevar a cabo este ensayo se dispuso de juveniles de doradas de unos 40g de peso
medio inicial, que fueron anestesiados, pesados y repartidos al azar en grupos de 15 peces
por tanque, después de un periodo de aclimatacién de una semana en un tanque de 1000 1,
en el que se les aliment6 "ad libitum" con la dieta control.

Los tanques fueron provistos de flujo continuo (1 I/min) de agua de mar (19.7 +1.1°C),
y los peces fueron alimentados hasta la saciedad cuatro veces al dia (09:00, 12:00, 15:00 y
18:00), manteniendo un fotoperiodo constante de 12 h luz/12 h oscuridad. El valor medio de
pH medido a lo largo del experimento fue de 8.06 + 0.05. La duracion del presente ensayo
fue de 90 dias.

3.3.3. RESULTADOS.

CRECIMIENTO Y UTILIZACION DEL ALIMENTO.

También en este caso la aceptacion de las dietas fue buena, no observandose mortalidad
durante el periodo experimental. La media de ingestion diaria del alimento oscil6 entre 1.27
y 1.42 g/100g de pez. En general no se observo un efecto significativo de la fuente proteica
alternativa sobre la ingestion total de las dietas (Tabla 19), con la excepcion de las obtenidas
para la dieta con mayor nivel de sustitucion de gluten de maiz (G40), que resulté mayor que
las de las dietas con un 30 y 40% de sustitucion por harina de carne y huesos. Comparando
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entre ambos grupos de dietas se podria decir que para igual nivel de sustitucion, las ingestas
totales de las dietas con gluten de maiz fueron relativamente superiores a las de harina de
carne y huesos. En el caso de las ingestas proteicas Ginicamente la de los peces alimentados
con el tratamiento M30 fue claramente menor que la observada para cualquiera de los piensos
que incluyeron harina de gluten. '

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en el crecimiento de los peces
alimentados con los distintos piensos experimentales (Fig. 12). La efectividad de las distintas
formulas para producir crecimiento, valorada por el indice de eficacia alimenticia, mostré
gran homogeneidad entre los distintos grupos experimentales. Resultados similares se
obtuvieron en relacion con el coeficiente de eficacia proteica, aunque en este caso los valores
obtenidos para los tratamientos M30 y M40 fueron significativamente mejores que para la
G40. Por el contrario, el aprovechamiento de la proteina medido por el PPV no mostro
diferencias estadisticas para los diferentes piensos experimentales, ocurriendo lo mismo para
los HSI de los peces.
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Tabla 19. Crecimiento, utilizacién nutritiva de 1a dieta y de la protefna e indice hepatosomético para los piensos experimentales con harinas de gluten de mafz y

carne y huesos.
- C G20 G30 G40 M20 M30 M40
Peso medio inicial 41.06°+£2.44 40.93°+2.80 40.74°+3.02 41.45°+£2.55 41.70°£2.57 40.50°+2.62 40.41°+2.77
(8
Peso medio final (g) 83.39°+4.23 82.15%+4.40 84.03°+0.97 83.54°+2.95 86.10°+5.20 80.62°+2.49 82.82°+1.99
Incremento peso 103.10°+10.24  101.77°+8.10 106.26°+6.90  101.53°+4.99  106.46°+12.43 99.10°+6.00  104.91*+1.54
(% peso inicial)
Ingesta total (g) 1024.73%£32.97 1029.87%+36.98 1061.50®+31.14 1177.97°+39.13 1038.53"+98.37 936.60°£79.19 985.30°43.25
Ingesta proteica (g) 422.52®+13.59  438.41°+1574  433.62°x12.74 470.60°+15.73  431.62°+40.88 368.08°31.12 406.34™+17.84
FE 0.67°+0.05 0.64°+0.05 0.64°+0.03 0.58°+0.05 0.68°+0.02 . 0.69°+0.04 0.69°+0.04
PER 1.40%+0.10 1.34*+0.10 1.43*+0.07 1.26°+0.10 1.46™x0.05 1.54°+0.08 1.48°+0.09
PPV 25.36°+1.64 23.36*+1.95 24.67°+1.22 21.96°+1.79 24.83°+0.82 25.38%+1.30 25.57°+1.57
HSI 1.49°+0.21 1.97°+0.23 1.81°+0.12 1.75*+0.49 1.96°+0.31 1.88%+0.20 1.74°+0.18

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).
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COMPOSICION CORPORAL DE LOS PECES.

La Tabla 20 muestra la composiciéon corporal de los peces al final del periodo
experimental. Tanto la composicion en proteina, como en lipidos, cenizas y humedad de los
peces no se vid influenciada por el nivel o tipo de ingrediente alternativo a la harina de
pescado utilizados en las dietas.

Comparando entre las dietas de un mismo grupo, Gnicamente los peces alimentados con
las dietas a base de harina de carne y huesos muestran una tendencia, aunque no significativa,
a aumentar los niveles de proteinas, ceniza y humedad y a disminuir los lipidos a medida que
aumentd la proporcidn de este ingrediente en la dieta.

En cuanto a la retencidon energética observada para los peces alimentados con los
distintos piensos, a nivel general se tuvo que aquellos obtenidos para los tratamientos que
incluyeron harina de camne y huesos fueron relativamente superiores al resto, siendo
sig‘niﬁcativamente mayores para los peces alimentados con las dietas M20 y M30 con
respecto a los que fueron tratados con G40.

Un aspecto a considerar en cuanto a los peces alimentados con dietas en las que se
incluy6 gluten de maiz, fue la aparicién de un peculiar color amarillo-anaranjado en los
opérculos y bases da las aletas, cuya intensidad aumenté con el incremento de gluten en la
dieta. Esta especial coloracion no se encontrd para los peces alimentados con el resto de los
tratamientos, incluido el control.
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Tabla 20. Composicién corporal y tasa de retencidn energética de los peces utilizados en el experimento con harinas de gluten de maiz y carne y huesos.

COMPOSICION C G20 G30 G40 M20 M30 M40

(% peso seco)

Proteinas 57.53*+2.13 55.87°+£1.84 53.99°+0.14 56.04°+£0.50 54.61%£1.51 55.80°t1.54  56.43°%1.21
Lipidos 27.16%2.09 29.35%+0.74 30.74*+0.50 29.68°+1.95 30.21%+1.30 29.77°+1.08  28.07°+1.75
Ceniza 12.54°+0.23 12.47°+0.36 11.69°+£0.25 12.10°:0.44 11.92°+0.50 12.58°+0.05 12.71°£0.49
Humedad 69.27°+0.21 68.84*+0.79 68.12°+0.51 69.10°%+0.51 68.73°+0.73 68.90°+0.33 69.42%+0.57
RETENCION 27.66%+1.81 28.74"+2.28 30.86‘&1.40 25.27°£2.02 30.50°+0.93 31.92°+1.69  29.35%+1.80

ENERGETICA (%)

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P <0.05).
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ESTUDIOS HISTOLOGICOS.

De igual forma que en el Exp. con harinas de soja y de altramuz, las muestras de los
higados de los peces alimentados con las dietas que contuvieron las proteinas alternativas
fueron comparadas con aquellas de la dieta control, las cuales no presentaron, tampoco en
este caso, ninguna alteracién con respecto a una histologia normal (Fig. 7).

En el caso de las dietas con gluten de maiz no fueron encontradas alteraciones
histolégicas incluso a niveles del 40% de sustitucion, destacando un aumento del tamafio
celular conforme se incrementaba el porcentaje de esta harina en el pienso, pero sin producir
alteraciones ni deposiciones de origen lipidico apreciable (Figs. 13 y 14). Por el contrario,
niveles de sustitucién de la proteina de pescado por proteina de harina de carne y huesos
igual o superior al 30%, si que dieron lugar a alteraciones hepaticas notables, encontrandose
principalmente migracién de micleos en los hepatocitos y algunas zonas con pequefios focos
degenerativos para un 40% de sustitucion. En este caso, también se observaron grandes
acimulos de grasa en el tejido peripancreatico (Figs. 15y 16).

Por otro lado, los peces alimentados con la dieta control se caracterizaron por presentar
hepatocitos con gran afinidad al PAS. También se observo en general una reaccién PAS
positiva més acusada en los peces alimentados con harina de gluten de maiz que en aquellos
alimentados con las dietas que incluyeron harina de carne y huesos. Ademas, tanto para uno
u otro grupo de dietas, un aumento en el nivel de inclusion de ambas harinas vino
acompafiado por una reduccion en el glucogeno hepatico.
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Fig. 13. Tejido hcpatlco de peces alimentados con la dieta G30.

Fig. 14. Tejido hepatico de peces alimentados con la dieta G40.
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Fig. 16. Tejido hepético de peces alimentados con Ia dieta M40.
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3.3.4. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Los optimos resultados obtenidos en cuanto a la ingestion de las dietas indican la buena
aceptacion de los ingredientes proteicos alternativos ensayados, tal como ya ha sido descrito
para otras especies (MOYANO, 1990; DAVIES et al., 1990). El incremento de la ingestién
total obsevado con la inclusion creciente de gluten de maiz podria estar relacionada con una
disminucién en la misma de la energia digestible, como consecuencia del aumento de
carbohidratos parcialmente digestibles procedentes del gluten de maiz, que se corresponde

con ¢l incremento en el contenido de carbohidratos de esas dietas (Tabla 16). Son muchos

los autores que suponen a los peces capaces de controlar los niveles de ingestion dietaria en
funcién del contenido calérico de la misma (ROZIN y MAYER, 1961; GROVE et al., 1978;
MARAIS y KISSIL, 1979; WEISBERG y LOTRICH, 1982), aunque otros autores como
CHO y KAUSHIK (1985) manifiestan que el verdadero factor determinante de la
autorregulacion de la ingesta es el nivel de energia digestible, y no el de energia bruta del
alimento.

A pesar de estas diferencias encontradas en las tasas de ingesta, el hecho de que los
resultados de crecimiento fueran semejantes para todas las dietas, pudiera ser reflejo de la
buena utilizacion del alimento una vez éste ha sido absorbido del tracto gastrointestinal, sobre
todo en el caso de los tratamientos que incluyeron harina de carme y huesos. Ello queda
reflejado en la homogeneidad de resultados en relacion a la eficacia del alimento obtenidos
para las distintas formulas ensayadas.

Aunque sin presentar diferencias con la dieta control, los menores valores de PER
encontrados en los peces alimentados con un nivel de sustitucién del 40% de la proteina de
pescado por gluten de maiz, respecto a los alimentados con niveles del 30 y 40% de harina
de carne y huesos, reflejan las mayores ingestas observadas para la primera, sugiriendo
también en este caso una utilizacién nutritiva del alimento ligeramente superior para los
piensos que incluyen harina de carne y huesos. Esta hip6tesis resulta mucho mas evidente si
comparamos las ingestas proteicas de los peces alimentados con las dietas de gluten de maiz
con respecto a las de carne y huesos. De este modo se tiene que, aunque a nivel general y
significativamente para la dieta M30, las ingestas proteicas en gramos fueron menores para
los peces sometidos a las formulas con harina de carne y huesos en relacién a las que
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incluyeron gluten de maiz, los valores de aprovechamiento proteico medidos por el PPV
resultaron muy homogéneos para los distintos tratamientos. Todo ello podria estar
relacionado con un perfil de aminoacidos menos adecuado a las necesidades de esta especie
en las dietas con mayor nivel de sustitucion de gluten de maiz. Asi tenemos que, niveles
crecientes de gluten de maiz en las férmulas traen consigo una composicién en aminoacidos
esenciales reducida en isoleucina, lisina, treonina y valina, mientras que los niveles mas altos
de inclusion de harina de carne y huesos solo presentaron defecto de isoleucina (Tabla 17).
Aun con todo esto, el crecimiento de los peces no se vi6 afectado por los niveles crecientes
de gluten en el pienso lo que podria estar relacionado, como en el caso de la harina de
altramuz, con el elevado contenido en el aminoacido glutamico de esta harina el cual, segln
la explicacion detallada en el Apdo. 3.2.4. podria influir en el "ahorro" energético de la
sintesis de aminoacidos no esenciales a partir de los esenciales.

Estas observaciones concuerdan con los resultados obtenidos para seriola (SHIMENO
et al., 1993) en los que para un mismo nivel de sustitucion, la harina de carne y huesos did
mejores resultados de utilizacién de la dieta que el gluten de maiz, siendo recomendados unos
niveles maximos de inclusion en la dieta del 10% para el gluten y del 20% para la harina de
carne y huesos. En general, de la revision bibliografica prévia (Apdo. 3.3.1) se puede deducir
una mejor conveniencia del uso de la harina de carne y huesos frente al gluten de maiz. Asi
tenemos que para el gluten son recomendados niveles de un 20-25% (GROPP et al., 1979;
ALEXIS et al.,, 1985; FAUCONNEAU, 1988) e incluso un 40% (MOYANO, 1990;
MORALES, 1993) en dietas para trucha arco iris; y un 20% en dietas para lubinas (ALLIOT
et al., 1979), mientras que para la harina de carne se recomiendan niveles de hasta un 75%
para tilapia (DAVIES et al., 1989).

En el caso concreto de la dorada, los resultados del presente experimento concuerdan
con los de DAVIES et al. (1991), quienes sustituyeron un 38% de la proteina de pescado por
proteina de harina de carne y huesos en dietas para alevines de 5 g sin obtener alteraciones
en el crecimiento y utilizacion nutritiva del alimento respecto a los peces alimentados con un
control s6lo con harina de pescado.

Por otra parte, no se encontrd una influencia clara del contenido en proteina de gluten
y carne de las dietas sobre la composicion corporal de los animales. No obstante, los peces
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alimentados con niveles crecientes de harina de carne y huesos mostraron un aumento del
contenido corporal en proteinas y cenizas a expensas del contenido en lipidos. Esto estaria
de acuerdo con los valores més altos de utilizacion proteica obtenidos para estas dietas con
respecto a las dietas que incluyeron gluten de maiz, lo cual podria estar también relacionado
con el mejor o més adecuado perfil de aminoacidos de esas dietas. En cuanto a los piensos
que incluyeron gluten de maiz, no se observd una disminucion significativa en el contenido
de lipidos de los peces al incrementar la inclusion de dicho ingrediente, tal como ha sido
descrita por SHIMENO et al. (1993) para juveniles de seriola. Esta diferencia, posiblemente,
es debida al mayor contenido lipidico, proteico y energ&ico en las dietas experimentales para
seriola y especialmente en un mayor contenido de lipidos proveniente del gluten de maiz y,
por lo tanto, no esenciales para peces marinos.

" Los estudios histologicos realizados en el presente experimento indican una mayor
deposicién de lipidos y menor de glucogeno en los higados de los peces alimentados con los
tratamientos que incluyeron harina de carne y huesos. Esto podria estar relacionado con un
desequilibrio entre los acidos grasos saturados e insaturados, como consecuencia del elevado
contenido en grasas saturadas de esta harina. Estos resultados concuerdan con aquellos de
SHIMENO et al. (1993) para seriola, quienes encontraron un mayor contenido de lipidos en
los higados de peces alimentados con harina de carne y huesos que en aquellos alimentados
con harina de gluten de maiz. Por otro lado, se pudo apreciar también la presencia en los
cortes histologicos de los higados de focos necréticos puntuales indicativos, segin
MOSCONI-BAC (1987, 1990), de posibles efectos irreversibles sobre la salud de los peces
originados por desequilibrios en el alimento.

Por ultimo, una observacién que merece especial mencion es la coloracién amarillo-
anaranjada que aparecio, principalmente a nivel de opérculos y aletas, en los peces
alimentados con las dietas que incluyeron gluten de maiz. Esto pudiera estar relacionado con
la presencia de algn carotenoide del tipo de las xantofilas presente en la harina de gluten
principalmete la zeaxantina y la luteina que son los que producen ese caracteristico color
amarillento (LATSCHA, 1990). Muchos peces son selectores de xantofilas, siendo éste el
principal carotenoide presente en su alimento natural (TACON, 1981). Diferentes estudios
indican que los carotenoides dietarios producen coloracion amarillenta en el masculo y piel
de los peces, relacionandose de forma lineal la intensidad de coloracién con el contenido en
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carotenoides en la dieta (LEE, 1987). A nivel comercial, en Japon, se vienen usando las
xantofilas (principalmente de langostinos), que son absorbidas y depositadas en la piel, en
dietas para la dorada japonesa (KORRINGA, 1976), con el fin de aumentar la coloraciéon
rojiza del pez previamente a su comercializacion.

Por tltimo, aunque se sabe muy poco sobre posibles efectos secundarios ocasionados
por la inclusién de la harina de gluten de maiz en las dietas para peces, BLAZER (1992)
muestra un incremento del estrés no especifico (BKD) en peces alimentados con gluten de
maiz, que se reflejo en la disminucién del metabolismo de las protefnas, junto con el
incremento de la deplecion renal de ascorbato.

En resumen, los maximos niveles de sustitucion de la harina de pescado por harina de
gluten de maiz y harina de carne y huesos que podrian ser recomendados en funcion de los
resultados del presente experimento, sugieren niveles de hasta un 40% para la harina de
gluten de maiz y del 30% para la harina de came y huesos. Atin considerando el hecho de que
la utilizacion de la harina de carne y huesos fue en cualquier caso algo mejor que la dela
harina de gluten, los peores resultados obtenidos a nivel histologico para la harina de carne
podrian limitar el nivel de inclusién de la misma en el pienso. De los resultados también se
desprende que podria ser muy interesante seguir profundizando en la utilizacién del gluten
de maiz en piensos para esta especie, de acuerdo con la coloracion que producen, ya que ésto
podria influir de manera positiva en la aceptacion del producto final en el mercado.
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3.4. EXPERIMENTO 3. MEJORA DE SOJA EN BASE AL EXPERIMENTO 1.

3.4.1. INTRODUCCION.

A la vista de los resultados obtenidos en los dos experimentos anteriores, se pbdn’a
concluir que todas las materias primas empleadas pueden constituirse en sustitutos
potenciales de la harina de pescado en piensos para esta especie. No obstante, las
observaciones histologicas en higado de los peces alimentados con soja evidenciaron una
serie de alteraciones (degeneracion tisular, acimulos lipidicos) que se pueden relacionar con
disfunciones metabolicas detalladas por algunos autores si la alimentacion con dietas que
incluyen dicha materia prima se prolonga durante cierto tiempo. Por ello, y dado el indudable
interés de emplear la harina de soja en piensos para peces, se planted el disefio de un nuevo
experimento en el que se pretendia ensayar una serie de distintos tratamientos cuyo fin era
conseguir la disminucién de las alteraciones hepaticas antes mencionadas.

Para ello, y teniendo en cuenta los resultados del Exp. 1, en los que fue descartado tanto
un posible efecto de los inhibidores antitripsicos, como un posible desequilibrio de
aminoécidos en los piensos formulados con harina de soja, se estudi6 la posible presencia de
otros factores antinutritivos en esta materia prima (Tabla 21).
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Tabla 21. Posibles nutrientes limitantes y factores antinutritivos en la harina de soja.

PROBLEMAS

SOLUCIONES

A. Nutrientes limitantes

1. Metionina y Cistina.

2. P no disponible
(unido con fitina).

3. Minerales traza
(disponibilidad o alteracion).

B. Factores antinutritivos

1. Inhibidores de tripsina.

2. Inhibidores de quimiotripsina.

3. Hemaglutininas.

4. Acido fitico.

5. Factores no identificados
que reducen la digestibilidad
de proteinas y lipidos.

C. Palatabilidad

1. Suplementar (Met y Cys) o mezclar
con otros ingredientes.
2. Suplementar con P.

3. Suplementar o defitinizar.

Tratamiento con calor.

Tratamiento con calor.

Inactivada por los acidos en el estomago.
Autoclave o suplementacion.

v AW b=

No conocidas.

Mezclar con atractantes u otros ingredientes.

Entre los factores que no son termolabiles, inicamente el acido fitico (éster del acido

hexafosforico e inositol), es el que podria afectar en mayor medida a la utilizacién de

determinados nutrientes presentes en la dieta, entre los que destacan algunos minerales

divalentes como el Zn, Mg y Fe, actuando como quelante de los mismos para formar fitatos

insolubles en el lumen intestinal, resultando en una disminucion de su disponibilidad. El pH
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influye de modo decisivo en la formacion de estos complejos insolubles (O'DELL y
DEBOLAND, 1976). Por otro lado, dos tercios del P contenido en la soja se hallan unidos
al 4cido fitico, por lo que este 4cido representa la mayor proporcion de P en la semilla de soja
(hasta el 56% del P total), y algo mas del 1% del peso total de la misma. La reduccion de la
disponibilidad de estos minerales en la racion parece afectar a la composicion lipidica de los
peces, bien sea en el contenido corporal total, o a nivel de higado o plasma sanguineo. En
este sentido, una de las alternativas que se baraja, principalmente a nivel experimental, es la
inclusion de fitasas exdgenas que rompan ese acido fitico contenido en muchos de los
ingredientes vegetales, método utilizado en piensos para animales terrestres. Por otra parte,
la propia composicién en acidos grasos del aceite aportado a las dietas por la harina de soja,
que es muy rico en acidos grasos de la familia de los n-6, podria también afectar a la
deposicion de grasas encontrada en los higados.

A) IMPORTANCIA DEL FOSFORO EN DIETAS PARA PECES. EFECTO DE LA
SOJA.

El P es un elemento esencial que todos los peces necesitan para crecer normalmente y
para el desarrollo de los huesos, el mantenimiento de la regulacién 4cido-base y. el
metabolismo de lipidos y carbohidratos (KETOLA, 1975¢; OGINO y TAKEDA, 1976;
LOVELL, 1978, COWEY y SARGENT, 1979; LALL, 1979; SAKAMOTO y YONE; 1980;
WATANARBE et al., 1980abc; TAKEUCHI y NAKAZOE, 1981; COWEY, 1994).

Aunque se ha demostrado muchas veces que los peces toman del agua 3?P marcado
(TOMIYAMA et al.,, 1956, en LALL, 1979), se cree que la tasa de absorcion es en general
muy baja y que los peces recaban el P que necesitan sobre todo de los alimentos que ingieren
(PHILLIPS et al., 1957, NOSE y ARAL 1979).

A pesar de que la disponibilidad o absorcion de P de los distintos ingredientes ha sido
determinada para pocas especies de peces, se puede decir que los requerimientos de P
disponible para los peces varian entre un 0.29 y un 0.90% de la dieta (Tabla 22), dependiendo
de las especies (NOSE y ARAL, 1979; OGINO y TAKEDA, 1978; REINITZ et al., 1978a;
NRC, 1977, 1983; WILSON et al.,, 1982; CHO et al., 1985).
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Tabla 22. Necesidades de fosforo en la dieta para el crecimiento 6ptimo de algunas especies de peces.

ESPECIE NECESIDADES DE P FUENTE

(% P en la dieta)
Salmén carnada (Oncorhynchus keta) 0.50-0.60 Watanabe et al. (1980b)
Trucha (Salmo gairdneri) 0.65-1.09 Ogino y Takeda (1976)
Carpa comun (Cyprinus carpio) 0.60-0.70 Ogino y Takeda (1976)
Bagre de canal (Ictalurus punctatus) 0.40 Andrews et al. (1973)

0.80 Lovell (1979)

Dorada japonesa (Chrysophrys major) 0.68° Sakamoto y Yone (1973, 19;7 9)
Dorada negra (Mylio macrocephalus) 0.11 Yone y Toshima (1979)
Ariguila japonesa (Anguilla japonica) 0.29 Arai et al. (1975)°

(a) En presencia de menos de 0.34% de Ca.
(b) Citados por Nose y Arai (1979).

La nutricion deficiente por carencia de P tiene como consecuencia una intensificada
actividad de gluconeogénesis en el higado, y con ello el incremento de la sintesis de acidos
grasos a partir de aminoacidos (TAKEUCHI y NAKAZOE, 1981; ONISHI et al., 1981).

MURAKAMI, citado en NOSE y ARAI (1979), encontr6 que el contenido en lipidos
del musculo y visceras se reducia marcadamente por la adicion de fosfato en dietas
comerciales para carpa comun, incrementindose consecuentemente el contenido en proteinas.
Esto sugiere el importante papel del P en el catabolismo metabdlico de los lipidos, resultando
en una mayor retencion de proteinas en el cuerpo del pez.

De manera general, 1a disponibilidad de P para los peces varia de acuerdo con la fuente
de la que proviene (Tabla 23). Asi, la disponibilidad del P inorganico es mayor que la del P
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provinente de fuentes animales, y este a su vez es mayor que el procedente de fuentes de
origen vegatal (NEW, 1986). Por lo tanto, los ingredientes dietarios que contribuyen en
mayor medida al contenido de P en la dieta son la harina de pescado, la harina de los sub-
productos de polleria, harina de came y huesos y los suplementos minerales con P. La
disi)onibilidad del P inorganico dependera de la sal que lo contiene. Asi, el P procedente de
fosfato tricélcico serd menos disponible que el procedente de sales mis solubles, como los
fosfatos mono y di-calcico (OGINO et al., 1979; SAKAMOTO y YONE, 1979b).

Tabla 23. Disponibilidad de varios tipos de fosfatos para carpa y trucha

arco iris (%).
FOSFATO CARPA TRUCHA
Fosfato mono-calcico 94 94
Fosfato di-célcico 46 71
Fosfato tri-calcico 13 64
Fosfato en harina de pescado 10-33 60-81

El P presente en la harina de pescado est4 en su mayor parte en forma de fosfato 6seo
(fosfato tricalcico) originado a partir de tejidos duros tales como los huesos y escamas,
siendo su disponibilidad muy variable entre unas especies y otras. De esta manera se obtienen,
para la carpa, valores de porcentaje de absorcion de P de la harina de pescado del orden de
0-33% por carecer esta especie de secrecién acida (TAKAMATSU et al., 1975), en la trucha
entre 60 y 81% (en HEPHER, 1988), en la dorada negra o chopa aproximadamente del 30%
(YONE y TOSHIMA, 1979), 71% y 65% en chum salmon y tilapia respectivamente
(WATANABE et al., 1980abc). Estas diferencias en la disponibilidad del P han sido
relacionadas con el diferente nivel de secrecion de jugos géstricos para las distintas especies
(YONE y TOSHIMA, 1979; OGINO et al., 1979).

RICHE y BROWN (1993), determinaron valores de absorcién aparente de P en
diferentes ingredientes usados a nivel comercial en la fabricaciéon de dietas para trucha,
obteniendo los siguientes resultados: 31.6% (anchoa), 48.3% (arenque), 71.5% (menhaden)
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para las harinas correspondientes, siendo negativos para los aminoéacidos libres y las fuentes
vegetales, a excepcion de la harina de cacahuetes (16.8%). En ¢l caso de la harina de soja
desengrasada el valor fue de -6.6%. Estos valores tan bajos que se obtienen para los
ingredientes vegetales se deben a que de un 60 a 80% del P total que contienen se halla en
forma de sal calcica o magnésica de acido fitico, conocida como fitina, generalmente no
disponible para los peces, dado que estos animales no poseen las fitasas necesarias para
descomponer esos compuestos (OGINO et al., 1979; LALL, 1979).

B) IMPORTANCIA DEL ZINC EN DIETAS PARA PECES. EFECTO DE LA SOJA.

Es bien conocido que el zinc es un nutriente esencial para el crecimiento y funciones
normales del pez (OGINO y YANG, 1978; KETOLA, 1979; HARDY y SHEARER, 1985).
Como componente de las metaloenzimas (superoxido dismutasa, carboxipeptidasa), algunas
funciones metabolicas en el pez se ven afectadas por la deficiencia de este mineral (CHO et
al., 1985 en Finfish Nutr. in Asia).

Sin embargo, este mineral es requerido en muy pequefias proporciones en la dieta. Asi,
OGINO y YANG (1978), determinaron unos valores de 15 a 30 mg/kg dieta, mientras que
LOVELL (1979), recomienda una tasa minima de Zn en las dietas de 88 mg/kg. '

Por otra parte, UNDERWOOD (1977), encontré que el zinc es generalmente un
elemento no toxico dentro de un &mplio rango de concentraciones. Asi, KNOX et al. (1982)
no pudieron evidenciar diferencias en el crecimiento o conversion del pienso, ni tampoco
consecuencias perjudiciales para la salud, con adiciones de Zn de 15 a 600 mg/kg de pienso
en truchas arco iris. En el caso del salmén atlantico, Salmo salar (MAAGE et al., 1989)
probaron dietas en las que las concentraciones de Zn oscilaron entre 200-300 mg/kg, sin que
ello provocase ningtin tipo de retardo en el crecimiento de los peces.

Uno de los principales signos de deficiencia de Zn en el pienso, ademas del retardo en
el crecimiento y disminucion en la conversion alimenticia, es la aparicion de cataratas en los
ojos (KETOLA, 1978).

El contenido de Zn en la harina de pescado es relativamente alto (100-150 mg/Kg), de
tal forma que las formulas que contengan harina de pescado sin suplemento de Zn contendran
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aproximadamente 35-45 miligramos de Zn por kg de dieta, mas de lo que es generalmente
requerido por los peces estudiados hasta ahora (WATANABE, 1988 en Fish Nutrition and
Mariculture).

Otro factor a tener en cuenta es el que la biodisponibilidad del Zn puede verse
adversamente afectada por la composicion del alimento. Factores tales como el incremento
de Ca dietario, el incremento en fitatos, la fuente de proteina y el procesado de la dieta
pueden aumentar o disminuir la disponibilidad del Zn para el animal (HILTON, 1989). En
este sentido, como se coment6 para el P, normalmente todos los ingredientes de origen
vegetal contienen fitatos, que dan lugar a la formacion de precipitados insolubles en los que
se ven envueltos generalmente el P y Zn interfiendo negativamente en la absorcion de los
mismos (SHEARER, 1984).

En el caso de la soja, la disponibilidad relativa del Zn que contiene es altamente variable.
La formaciéon o hidrolisis de los complejos proteina-acido fitico-minerales durante el
procesado del alimento en el que estan envueltos los productos de la soja, puede explicar esta
variabilidad en la disponibilidad de los minerales de los diferentes productos de la soja
(ERDMAN y FORBES, 1981).

De los resultados obtenidos al alimentar pez gato de 6 g de peso con formulas
puﬁﬁcadas (proteina de huevo) conteniendo diferentes niveles de Ca, fitatos y Zn, se observa
que el aumento del fitato dietario reduce la disponibilidad del Zn, efecto que puede ser
exacerbado en presencia de altos niveles de Ca en el pienso (GATLIN y PHILLIPS, 1989).
Seglin estos autores, niveles de Zn en la racién de 200mg Zn/kg proveen suficiente Zn
disponible, incluso cuando la dieta contiene grandes concentraciones de fitatos .

C) UTILIZACION DE FITASAS EXOGENAS EN DIETAS PARA PECES.

La adicion de enzimas suplementarios en piensos para peces ha recibido poca atencion,
y muchos de los estudios se han concentrado en dietas para larvas (DABROWSKA et al.,
1979; UYS et al., 1987, MUNILLA-MORAN et al., 1990).

En adicion a las carbohidrasas, los resultados obtenidos con el empleo de fitasas en
animales terrestres (CROMWELL, 1991; CAMPBELL y BEDFORD, 1992), las presentan
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como una solucion alternativa y economicamente satisfactoria al problema del fosforo
inorganico en regiones donde tanto la densidad de poblacion, como la produccién intensiva
de animales es muy alta; representando el excesivo fosforo proveniente de los desperdicios
animales una grave preocupacion a nivel internacional (JONGBLOED y KEMME, 1990;
SIMONS et al., 1990). En este contexto, las fitasas aparecen altamente efectivas, ya que
aunque parece que no son capaces de defosforilar completamente los fitatos, son lo
suficientemente efectivas como para alterar la solubilidad caracteristica de los mismos y
hacerlos susceptibles a la digestion de las fosfatasas que ocurre en el intestino (CAMPBELL
y BEDFORD, 1992). '

Por lo tanto, las fitasas dietarias juegan un papel importante en la rotura de los fitatos,
que representan la forma mas usual en la que se encuentra el fosforo en las plantas. El fosforo
fitico es muy poco disponible, pudiendo ademas afectar a la disponibilidad de otros nutrientes
durante la digestion, entre los que se incluyen el calcio (NELSON y KIRBY, 1987), el zinc
(KEITH y BELL, 1987), y las proteinas (LATHIA et al., 1987, CARNOVALE et al., 1988).

En resumen, la suplementacion con fitasas en aquellas dietas para peces que contienen
proteinas de origen vegetal, podria ser una buena alternativa con la que mejorar la utilizacién
de la dieta en general; siendo ademas una buena forma de reducir la polucién de P generada
en los efluentes de las granjas de produccion intensiva de peces, la cual como se ha visto es
uno de los graves inconvenientes con los que se enfrenta este tipo de produccion. En este
sentido hay que considerar que los nuevos avances en biotecnologia permiten la produccioén
eficiente de fitasas, aunque el precio de estas enzimas es todavia relativamente alto.

D) IMPORTANCIA DE LA RELACION DE ACIDOS GRASOS n-3/n-6 EN LAS
DIETAS PARA PECES.

La esencialidad de los n-3 HUFA para los peces marinos ha sido demostrada en
numerosas especies (SARGENT et al., 1989). Sin embargo, atin estd por determinar la
importancia de los acidos grasos de la serie n-6 en las dietas para estos peces.
Concretamente, el acido linolénico (18:2n-6), componente mayoritario en los lipidos de la
harina de soja, no es eficazmente utilizado por los juveniles de rodaballo (COWEY et al.,
1976), llegando incluso a inhibir el crecimiento en algunas especies (STICKNEY y
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ANDREWS, 1972) si el nivel dietario excedia del 1% (YU y SINHUBER, 1979). También
parece ejercer un efecto negativo en la reproduccion de algunos esparidos como la dorada
japonesa (Pagrus major) (WATANABE et al., 1984).

Parece claro, que la relacion n-3/n-6 en los lipidos de los peces se ve afectada en gran
medida por la relacion n-3/n-6 de los lipidos dietarios. Cuando la dieta es muy rica en acidos
grasos n-6, tipico en aceites de origen vegetal o aceites procedentes de animales
homeotermos, el pez tiene tendencia a alterar la relacion de PUFAS incorporados en favor
de los acidos grasos n-3. Cuando el aceite dietario es aceite de pescado, rico en acidos grasos
n-3, se observa s6lo un pequefio cambio en la relacion n-3/n-6 de los lipidos incorporados en
el pez (CASTELL, 1979). |

En peces se ha demostrado la competencia entre los acidos grasos de las series n-3 y n-6
como sustratos de varias enzimas implicadas en el metabolismo de los lipidos, de ahi la
importancia del equilibrio en la relacién n-3/n-6 PUFA (acidos grasos polinsaturados con mas
de 18 carbonos) en las dietas de engorde para peces marinos sefialada por varios autores
(SARGENT et al., 1989). De hecho, los fosfolipidos de los peces estan caracterizados por
una relacion n-3/n-6 de 10/1 (ACKMAN, 1980).

Muchos aceites de pescado tienen un contenido muy bajo en n-6 PUFA y muy altos en
n-3-PUFA (CASTELL, 1979). Por el contrario, los aceites de maiz y de soja son ricos en
18:2n-6, sirviendo como fuente de acidos grasos de la serie n-6 (WATANABE, 1989 en
Progress in Fish Nutr.). Incrementos de harina de soja en las dietas producen un aumento del
18:2n-6 en los peces (WATANABE et al., 1992). YONE y FUJII (1975b) encontraron una
reduccion en los 18:1 incorporados en los fosfolipidos del higado en dorada roja cuando
18:2n-6 6 18:3n-3 fueron afiadidos a la dieta. La dorada europea es una especie marina que
no parece tener capacidad para elongar y desaturar acidos grasos (OWEN et al., 1975;
YAMADA et al., 1980), ademas segiin KALAGEROPOULOS et al. (1991), la composicion
en acidos grasos tanto en higado como en musculo de esta especie, parece responder a los

diferentes tratamientos dietarios.

Uno de los principales sintomas de 4cidos grasos esenciales es el engrosamiento y el
actimulo de grasas en el tejido hepatico (TAKEUCHI et al., 1979). El principal sitio de la
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lipogénesis en los peces es el tejido hepatico. La lipogénesis posiblemente es regulada tanto
por el nivel dietario de lipidos como por la composicion de los mismos. En este sentido, los
acidos grasos poliinsaturados de la dieta serian més efectivos en la inhibicion de la lipogénesis
(JEFFCOAT et al., 1979). Un desequilibrio en la composicién de acidos grasos de la dieta
afectaria de forma negativa la acumulacion de grasas en el higado.

3.4.2. CONDICIONES EXPERIMENTALES.

Partiendo de las consideraciones resefiadas en la introduccion anterior, se formularon
una serie de dietas en las que se intentd suplementar a la soja con aquéllos nutrientes o
compuestos cuya adicion podria ayudar a una mejor utilizacion de los piensos que incluyen
soja ne elevadas proporciones, con el objeto de evitar o minimizar las alteraciones
histologicas hepaticas observadas en el Exp. 1.

Para llevar a cabo la presente experiencia se disefiaron 6 dietas con las siguientes

caracteristicas:

Dieta 1 (C) .- Control positivo, con harina de pescado como unica fuente de
proteinas.

Dieta 2 (S30).- Control negativo, en la que un 30% de la proteina de pescado se
sustituyé por proteina de soja.

Dieta 3 (S30+P).- S30 suplementada con P en la forma de KH,PO, hasta alcanzar el

porcentaje tedrico de P disponible en la dieta C.

Dieta 4 (S30+Zn).- S30 suplementada con Zn en la forma de ZnSO,+7H,0 hasta un
nivel de 200 mg/kg (GATLIN y PHILLIPS, 1989).

Dieta 5 (S30-+fitasas).- S30, ala que se afiadieron fitasas exdgenas en la cantidad suficiente
para liberar el P contenido en el acido fitico.

Dieta 6 (S30+n-3/n-6).- S30, en la que se corrigio la relacion de acidos grasos n-3/n-6 en
funcién de la que se obtiene en la dieta control positivo.
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" Los dos ingredientes proteicos utilizados en este experimento fueron obtenidos a nivel
local. En primer lugar, se tom$ una muestra de la soja para el analisis de su actividad
antitripsica, que result6 ser inferior a 3 TIA (mg de tripsina inhibida/g de harina de soja),
valor que se considera adecuado para su inclusion en dietas para peces. A continuacion se
determind la composicion de ambos ingredientes. En este caso fue preciso ademas, el analisis
de los 4cidos grasos contenidos en las dos harinas, asi como en el aceite de pescado utilizado
como fuente de lipidos en las dietas (Tabla 24).

Tabla 24. Composicién de las materias primas utilizadas en la elaboracion de los piensos del
experimento de mejora de soja (g/100g peso).

INGREDIENTES HARINA DE HARINA DE SOJA ACEITE DE

PESCADO PESCADO
Pfoteinas 69.58 - 4377 -
Lipidos 8.35 1.18 100
Ceniza 15.98 6.89 -
Ca* 2.20 0.26 -
p* 1.68 0.61 -
Zn* 0.0132 0.006 -
Y n-3-HUFAS® 3.24 0.19 36.44
¥ n-6° 0.34 1.15 4.15
n-3/n-6* 9.53 0.17 8.78
Humedad 7.64 11.37 -

* Datos extraidos del N.R.C. (1983). Para la soja se tomo el ingrediente clasificado como 5-04-600,
y para la harina de pescado el 5-02-000.
¢ Valores en g/100 g de peso seco del ingrediente.

La cantidad total de Ca, P y Zn calculados, asi como sus relaciones entre las dietas
control positivo y control negativo, teniendo en cuenta la cantidad de los mismos aportada
por las mezclas de minerales, quedaria resumida en la siguiente tabla (Tabla 25).
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Tabla 25. Composicion en Ca, Py Zn de las dietas C y S30 utilizadas en el experimento de mejora de

soja.
INGREDIENTES DIETAC DIETA S30
Ca (%) 1.546 1.206
P (%) 1.16 1.01
Zn (mg/kg) 1.40 128.5
Ca/P 1.33: 1.00 1.19:1.00
Zn/Ca 1:110 1:.94

En esta tabla se puede observar que el tratamiento S30 presenta un déficit de minerales
con respecto al control. Este hecho se ve agravado por la presencia de acido fitico en la
harina de soja. En este sentido, hay que tener en cuenta que aunque las relaciones Zn:Ca sean
sinilares en ambas dietas, la presencia de 4cido fitico disminuiria la disponibilidad del Zn en
el pienso S30, la cual se ve agravada en presencia de Ca. |

Haciendo calculos con los valores obtenidos en la tabla anterior, y considerando que s6lo
un 70% del P presente en la harina de pescado es disponible para los peces, se obtiene para
la dieta 830 un porcentaje de P disponible del 0.66%, superior al 0.6% recomendado por
Watanabe (comunicacién personal). Por lo tanto se ajusté la dieta S30+P al 0.9% de P
disponible tedrico que tiene el control positivo, afiadiendo una sal monovalente (KH,PO,) de
la que suponemos que todo el P puede ser absorbido por el pez.

Para la formulacion del pienso S30 + fitasas se partié de la informacién bibliogéfica
recoplilada, segiin la cual en cada kg de harina de soja hay entre 15-16 g de fitatos. De esta
cantidad unicamente entre un 35-38% (fracciones soluble e insoluble) es hidrolizable por las
fitasas, lo que supone unos 5.66 g de fitato por cada kg de harina de soja. Utilizando fitasa
cruda de Aspergillus ficuum (SIGMA P-9792), la cual es capaz de liberar por cada unidad
de enzima 0.001 moles de P de cada 42 milimoles de fitato, y teniendo en cuenta que el PM
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del fitato es de 720.4 g y que 1 mol de fitato contiene 6 moles de P inorganico, se puede

calcular que se necesitan 798.86 unidades de fitasa por kg de la dieta S30 (296 g SBM/kg
de dieta).

Por 1ltimo, para la formulacién de la dieta S30+n-3/n-6, se hizo preciso desengrasar
previamente toda la harina de soja a utilizar, puesto que a pesar de que la cantidad de aceite
aportada por esta harina era muy poca, su elevada proporcién de acidos grasos de la serie n-6
harja que se desequilibrase rapidamente la relacién n-3/n-6 de la dieta resultante. Para ello
se utiliz6 cloroformo, en el cual es completamente insoluble el 4cido fitico (MERCK,
catalogo). La composicion lipidica de los ingredientes analizados por cromatografia se
muestra en la tabla siguiente (Tabla 26).

Tabla 26. Composicion lipidica de los ingredientes utilizados en la elaboracién de las dietas ensayadas
en el experimento de mejora de soja.

INGREDIENTES ACEITEDE HARINADE HARINADE HARINA DE

SARDINA SARDINA SOJA SOJA
DESENGR.
n-3 HUFA TL 29.83 2.7 0.01 0.00
n-3 36.44 3.24 0.19 0.00
n=6 4.15 0.34 1.15 0.00
% LIPIDOS 100.00 9.04 2.57 0.00 |

Lo que se hizo fue ajustar la formulacién de la dieta S30+n-3/n-6 en base a la relacién
n-3/0-6 que se obtiene para el controlo positivo. Atendiendo a ésto, la composicién lipidica
de los diferentes piensos quedaria segtn la Tabla 27.
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Tabla 27. Composicion lipidica de las dietas experimentales utilizadas en el experimento de mejora

de soja.
DIETA CONTROL S30 S30 EQUILIBRADA
Aceite de sardina 6.60 7.30 8.00
Harina de sardina 57.08 39.25 39.25
Harina de soja 0.00 26.23 0.00
Harina de soja desengrasada 0.00 0.00 26.23
% LIPIDOS 1176 11.52 11.55
Yn-3 4.25 3.98 4.19
Yn-6 0.47 0.74 0.40
n-3/n-6 9.09 5.39 9.00

La formulacion definitiva de todas las dietas a ensayar en el presente experimento asi
como la composicion de las mismas aparecen en la Tabla 28.

Para la realizacion de este ensayo se utilizaron doradas de unos 50 g de peso medio
inicial, repartidas al azar en grupos de 15 peces en los tanques experimentales, tras un
periodo previo de aclimatacion. Los tanques fueron provistos de flujo continuo (1 I/min) de
agua de mar (18.4 £ 0.45°C), siendo las concentraciones medias de O, y pH medidos a los
largo del periodo experimental de 7.25+0.65 y 7.8+0.2 respectivamente. Los peces fueron
alimentados hasta la saciacion, cuatro veces al dia, seis dias por semana, a lo largo de los 75
dias de duracion del ensayo. En el caso de los peces alimentados con los tratamientos Control
y S30 se consider6 apropiado continuar el experimento hasta los 90 dias, con el fin de
comprobar que realmente no se producen diferencias en el crecimiento de los peces como
consecuencia de la alimentacion con estas dos dietas.
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Tabla 28. Formulacién y composicion de las dietas ensayadas en el experimento de mejora de la

harina de soja.
INGREDIENTES C S30 S30 S30 S30 - S30
(% peso hiimedo) + + + +
P Zn Fitasa n-3/n-6
Harina de pescado 61.80 42.50 42.50 42.50 42.50 42.50
Harina de soja - 29.60 29.60 29.60 29.60  29.60*
Aceite de pescado 6.60 7.30 7.30 7.30 7.30 8.00
Almidén de maiz 12.07 12.07 8.01 12.07 12.07 12.07
Dextrina 4.03 4.03 2.68 4.03 4.03 4.03
Vitaminas' 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Minerales? 2.00 2.00 1.32° 2.00 2.00 1.32°
CMC? 0.50 0.50 0.50 .~ 0.50 0.50 0.50
o-Celulosa 11.00 - - - - -
P[KH,PO,] - - 6.10° - - -
Zn [ZnSO, « 7TH,0] - - - 0.03¢ - -
Fitasas - - - - 0.02¢ -
COMPOSICION
(% peso seco)
Humedad 7.78 6.65 7.49 6.77 7.99 6.59
Proteinas 44,78 47.99 48.47 48.22 48.38 47.11
Lipidos 11.17 11.00 11.00 10.98 10.81 11.01
Ceniza 10.93 10.44 15.70 10.70 10.26 10.35
Fibra 13.00 4.96 4.38 4.89 505 477
Carbohidratos’ 20.12 25.61 20.45 25.21 25.50 26.76
Energia bruta (Kj/g) 19.01 19.39 18.40 18.82 19.42 19.31

(1) y (2) Composicion de las mezclas en la Tabla 7.
(3) Carboximetil celulosa.

(4) Harina de soja desengrasada.

(5) Mezcla de minerales sin o-celulosa.

(6) Cantidad afiadida a expensas de la a-celulosa de la mezcla de minerales.

(7) Calculados por diferencia (100-resto ingredientes).
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3.4.3. RESULTADOS.

CRECIMIENTO Y UTILIZACION DEL ALIMENTO.

Los valores obtenidos para el crecimiento y utilizacién del alimento de los peces
alimentados con los diferentes piensos experimentales aparecen en la Tabla 29. En los
resultados se observa la no existencia de diferencias significativas entre los pesos corporales
finales de los peces alimentados con las diferentes dietas, asi como en el crecimiento en
porcentaje con respecto a los pesos medios iniciales (Fig. 17), siendo ambos ligeramente
inferiores en el caso de la dieta S30+P. Ademas, se pudo comprobar que tras un periodo de
90" dias de experimentacién que el crecimiento de los peces alimentados con las dietas
Control y S30, 90.70% y 91.58% respectivamente, no mostraron tampoco diferencias
significativas.

En cuanto a las ingestas totales y proteicas de los peces, Ginicamente se observaron
diferencias en los peces alimentados con el control, que resulto ser superior al resto de los
tratamientos. Cabria destacar en este sentido que la dieta S30+P fue la peor aceptada por los
peces al principio del experimento. '

La utilizacion de las diferentes dietas en base a los valores de FE y PER mostré ser muy
homogénea para todos los piensos experimentales, siendo los resultados obtenidos para
ambos indices bastante bajos.

La diferencia mas notable encontrada estuvo en los valores de los indices
hepatosomaticos. Asi se tuvo que la inclusion de P en la dieta base con un 30% de soja
disminuia significativamente el tamafio de los higados de los peces.
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Tabla 29, Crecimiento, utilizacién nutritiva de la dieta v de la proteina e indice hepatosomético para los piensos experimentales del ensayo de mejora de

soja.

C S30 S30+P S30+Zn S30+Fitasas S30+n-3/n-6
Peso medio inicial 52.31°+9.72 51.78°+8.33 51.09°£9.54 50.56*+9.85 52.60°£9.81 51.93*£8.49

()
Peso medio final (g) 87.68°+£14.00 85.95"+13.99 79.65°+15.65 82.35°+13.66 86.96°+15.36 86.14"+£12.93
Incremento peso 67.73*+7.33 65.84°+5.59 55.94°+2.73 62.69"+6.74 65.77°+5.02 66.01°+5.71

(% peso inicial)

Ingesta total (g) 1411.10°+40.20 1095.57°+73.22 1042.57°+59.14 1119.63*+68.59 1153.67°+86.34 1125.20°+44.69
Ingesta proteica (g) 583.27°£18.73  490.83°+32.81  467.50°+26.52  502.50°+30.67 513.50*+38.45  495.20°+19.66
FE 0.41°+0.05 0.50*+0.05 0.45°+0.04 0.46+0.06 0.49°+0.03 0.49*+0.05
PER 0.92°+0.11 1.04*+0.10 0.92%+0.08 0.94°+0.12 1.01*‘i0.0’7 1.04°+0.11
HSI 1.82°+0.08 1.59°+0.05 1.30°+0.17 1.67°+£0.03 1.58°+0.12 1.57*+0.07

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).
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COMPOSICION CORPORAL DE LOS PECES.

La composicion corporal de los peces alimentados con los diferentes piensos
experimentales se muestra en la Tabla 30. Comparando los resultados obtenidos entre el
control con harina de pescado y la dieta S30 se tiene que para ambos casos la composicion
de los peces fue muy homogénea con la excepcion de los lipidos que fueron
significativamente mayores para los peces control. Por otro lado, realizando la comparacion
entre los peces alimentados con los tratamientos que incluyeron harina de soja se observa que
Unicamente los peces que ingirieron la dieta S30+Fitasas mostraron una composicién muy
similar a los de la dieta S30. Por el contrario, los tratamientos S30+Zn y S30+n-3/n-6
soportaron con respecto al S30 un mayor contenido en lipidos corporal y menor en proteinas,
mientras que la dieta S30+P di6 lugar a peces cuya composicion fue significativamente
inferior en lipidos y superior en proteinas. La composicion corporal lipidica oscilé entre
aproximadamente un 15% para los peces alimentados con la dieta S30+P y un 22% para los
de la dieta S30+n-3/n-6. El contenido en humedad mostré una tendencia contraria a los
lipidos, aunque sin diferencias significativas entre los diferentes piensos que incluyeron soja.
En cuanto a la composicion en cenizas, se tuvo que ésta resulté significativamente menor que
para la S30 en los peces alimentados con las dietas S30+Zn y S30+n-3/n-6.

Por otro lado, la composicion de los higados alimentados con los diferentes tratamiento
se muestra en la la Tabla 31. En ella se observa que tinicamente el tratamiento con la dieta
S30+P produjo alteraciones en la composicion con respecto a los peces alimentados con la
S30. Asi se tuvo un aumento significativo en la humedad de las muestras para la dieta S30+P
a expensas del contenido en lipidos, aunque sin diferencias significativas en este ultimo caso.

ESTUDIOS HISTOLOGICOS.

De manera general, al ignal que en los experimentos anteriores, los higados de los peces
alimentados con la dieta control mostraron unas caracteristicas histologicas que habiamos
considerado como normales, si bien en el presente ensayo se encontré en los mismos algunos
depésitos muy ligeros de grasa.
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Tabla 30. Composicién de los misculos de los peces utilizados en el experimento de mejora de la harina de soja (2/100 g de PESO seCo).

C S30 S30+P S30+Zn S30+Fitasas S30+n-3/n-6
Protefnas 73.88%+1.41 75.31°+1,99 79.26°+2.81 74.06*+1.36 75.24°+0.80 72.06+£0.77
Lipidos 19.86°+0.91 17.57°+1.82 15.40°+0.84 20.09°+1.37 18.87%+0.85 22.89%:0.84
Ceniza 5.22%°+0.12 5.51°40.13 5.55%0.05 5.14°+0.10 5.28%4+(.35 4,78*+0.12
Humedad 71.83%+1.42 72.28%°+1.37 73.56°+0.73 71.30*+0.76 72.48%+1.03 70.88%+1.21

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).

Tabla 31. Composicién de los higados de los peces utilizados en el experimento de mejora de la harina de soja (2/100 g peso seco).

C S30 S30+P S30+Zn S30+Fitasas S30+n-3/n-6
Lipidos 18.12°+1.57 17.10°+2.92 15.97*+£2.51 16.10*+0.69 16.81°+1.90 17.00°+1.90
Humedad 69.48%+1.24 70.87°+1.37 73.52°+1.09 71.17°+£0.36 71.01°+0.84 71.08°+0.75

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).
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Por otro lado, comparando los diferentes tratamientos con respecto al control negativo
se observo que tinicamente el S30+n-3/n-6 (Fig. 23), y en menor medida el S30+P parecieron
mejorar las peores condiciones que, como se vio en el Exp. 1, caracterizaban a los higados
de los peces alimentados con la dieta S30. En el presente experimento también se obtuvieron
en los peces tratados con el pienso S30 cortes histologicos hepaticos con abundantes zonas
enlas que se observod migracion de nicleos en los hapatocitos, asi como focos necroticos
puntuales (Fig. 18). Cabria destacar ademas para esta dieta la aparicion de areas periféricas
al tejido pancreitico con vertidos de sustancias fuertemente eosinéfilas, aparentemente
provinentes del mismo pancreas (Fig. 19).

En el caso de la dieta S30+P (Fig. 20), los higados presentaron ademas de ligeros
depositos lipidicos, citoplasmas més condensados con células mas pequefias que para el resto
de los tratamientos. Para ¢l pienso S30+Zn en general no se observo tampoco mucha grasa
aunque en algunos peces se apreciaron zonas con grandes acimulos de lipidos (Fig. 21). Por
el contrario, el tratamiento S30-+fitasas produjo unas caracteristicas histologicas hepaticas
muy similares a las encontradas para la dieta S30 del Exp. 1, con bastantes depdsitos grasos,
citoplasmas vacuolarizados y algunos focos necréticos, destacando ademas la presencia de
relativamente abundantes areas de degeneracion grasa (Fig. 22).

En cuanto a las tinciones PAS positivas, éstas fueron bastante mas intensas para la dieta
S30+P que para el resto de los tratamientos, incluido el control.

Por 1ltimo, con la finalidad de profundizar un poco mas en las implicaciones histologicas
producidas por las diferentes férmulas, en el presente experimento se realizd una
comparacion entre las microvellosidades intestinales en aquellos peces alimentados con las
dietas Control y S30. En este sentido encontramos que aunque no existieron diferencias
significativas en relacion al tamafio de las mismas, si que aparecieron mas "desorganizadas"
para el tratamiento S30 que para el control Figs. 24 y 25 respectivamente.

Control 1.399%* um
Dieta S30  1.529° um

De todos los tratamientos con que se intent6 mejorar la utilizacion de la soja, unicamente
el S30+n-3/n-6 parecié mejorar esta "desorganizacion” encontrada en las microveilosidades
intestinales de los peces.
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Fig. 19. Tejido hepatico de peces alimentados con la dieta S30.
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Fig. 21. Tejido hepatico de peces alimentados con la dicta S30+Zn.
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Fig. 23. Tejido hepitico de peces alimentados con la dieta S30-+n-3/n-6.
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Fig. 25. Microvellosidades intestinales en peces alimentados con la dieta S30.
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3.4.4. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en cuanto a crecimiento y utilizacion nutritiva de las distintas
dietas con un 30% de harina de soja son estadisticamente similares a los del Control con s6lo
harina de pescado, como ocurri6 en el Exp. 1. Estos resultados contrastan con aquellos
obtenidos por RICHARDSON et al. (1985) para salmén chinook, SPINELLI et al. (1983)
para trucha y HOSSAIN y JAUNCEY (1991) para carpa, quienes observaron que
incrementos de acido fitico en la dieta fueron acompafiados por depresiones tanto en el
crecimiento como en la utilizacion del alimento por los peces. En cualquier caso, los
resultados de FE y PER fueron menores que los obtenidos en el Exp. 1 para todas las dietas,
posiblemente por las menores temperaturas del agua observadas en el presente experimento
(18.40+0.45°C).

En el caso del tratamiento S30+P cabria destacar el hecho de que los indices
hepatosomaticos de los peces alimentados con esta dieta resultaron significativamente
menores a los del resto de los piensos, lo que estaria en concordancia con algunos trabajos
en los que deficiencias de P en el alimento pueden provocar una alteracién en el metabolismo
de lipidos y proteinas, favoreciendo la acumulacion de grasa a nivel de los higados, con el
consiguiente incremento de los HSI. SAKAMOTO y YONE (1978), y SAKAMOTO (1981)
mostraron este tipo de resultados para la dorada japonesa alimentada con dietas deficientes
en P, observando ademis que este aumento en el tamafio de los higados respondia a
incrementos en el contenido en lipidos de los mismos. Todo esto concuerda en cierta medida
con los resultados observados en el presente experimento, en el que un aumento en ¢l
contenido en P en la dieta provocd una gran depresion en el tamafio de los higados de los
peces. Sin embargo, aunque esta disminuci6n en los indices hepatosométicos (Tabla 31), vino
acémpaﬁada por una disminucion en el contenido en lipidos, ésta no llegé a ser significativa.
Otros autores que han encontrado resultados de este tipo son SAKAMOTO y YONE (1973),
trabajando con la dorada roja, y MURAKAMI (1967) quien encontré en carpa comin que
1a adicién de un 4% de hidrogeno fosfato de sodio en la racién prevenia la aparicion de signos
de deficiencia de P, obteniendo también mejores resultados de crecimiento y utilizacion del
alimento.

Las composiciones corporales finales de los peces se vieron bastante influenciadas por
los diferentes tratamientos. Se puedo observar una disminucion en el contenido en lipidos de
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los peces alimentados con la dieta S30 con respecto a los alimentados con la dieta control,
lo que estaria de acuerdo con los resultados obtenidos por RICHARDSON et al. (1985), péra
salmén y HOSSAIN y JAUNCEY (1991) para carpa. PFEFFER y BECKMANN (1991)
también observaron que al incrementar la proporcion de soja en piensos para trucha, se
producia una disminucion en el contenido corporal en lipidos. Esto pudiera ser indicativo de
una disminucion en el contenido en energia digestible de las dietas al aumentar la soja,
probablemente debido a los carbohidratos presentes en la misma. LEE y PUTNAM (1973)
y KAUSHIK et al. (1989), también encontraron una reduccion en los lipidos corporales con
la disminucion de la energia digestible en dietas para trucha.

Por otro lado, 1a adicién de las fitasas ex6genas no mejord aparentemente la utilizacion
de la dieta S30. En este sentido, existen algunas controversias con los resultados de otros
trabajos en los que si se obtuvieron mejoras evidentes relativas a la inclusion de fitasas en la
dieta (SPINELLI et al., 1979; BROWN, 1991; SCHAEPER et al., 1994). Sin embargo en
otras investigaciones con enzimas exdgenas, mezcla de proteasas (REINITZ, 1983), o de
proteasas y carbohidrasas (CARDENETE et al., 1993), tampoco fueron observadas
diferencias entre las dietas con y sin el complejo enzimatico. Una posible explicacion a ésto
seria el que la temperatura del medio acuatico alcanzada durante el periodo experimental
(18.4+0.45°C) no fuese la 6ptima para la de actuacion de las fitasas (35-40°C) afiadidas ala
dieta. Teniendo en cuenta ésto quiza hubiese sido mas adecuada la defitinizacién previa de
la soja antes de incluirla en la mezcla a granular, y no esperar a que este proceso ocurriese
en el interior del tracto digestivo del animal como fue propuesto por SPINELLI et al. (1979).

En el caso de la dieta S30+Zn, la adicion de este mineral no sﬁpuso ningtin tipo de efecto
beneficioso con respecto a la dieta S30, viniendo ademas acompaiiado por grandes depositos
grasos puntuales en los higados de los peces. Atendiendo a la revision bibliografica previa,
podemos decir que el nivel calculado final de este mineral en la dieta ensayada (200 mg/kg
para la dieta S30+Zn), no puede ser considerado como tdxico para los peces (WEKELL et
al., 1983). Ademas segin WEKELL et al. (1986) solo debe ser considerado el posible
impacto del uso de elevados niveles de Zn sobre otros metales presentes en la dieta, para
valores por encima de 1000 mg Zn/Kg dieta. Por otro lado, segin GATLIN y PHILLIPS
(1989) niveles de 200 mg Zn/kg dieta proveen suficientes Zn disponible incluso en presencia
de grandes concentraciones de fitato. Cabria entonces concluir, segiin los resultados
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obtenidos en el presente experimento, que las posibles uniones Zn-fitico no supusieron el
principal problema de la soja en las dietas del Exp. 1. Ademas, atendiendo a todas estas
consideraciones, se podria decir que el Zn contenido en el tratamiento S30+Zn no pudo
influir, ni por exceso ni por defecto, en la utilizacion nutritiva de la dieta.

En cuanto a los resultados histologicos, éstos mostraron un efecto negativo a nivel
hepatico de la alimentaci6én en aquellos peces alimentados con la dieta S30 en comparacion
con el Control, de igual forma que ocurriera en el Exp. 1. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en el contenido de lipidos totales en los higados, lo cual sugiere que

los lipidos existentes se acumulan o concentran en determinadas zonas. Estos resultados

coinciden con aquellos de ALEXIS et al., (1985), quienes encontraron que niveles crecientes
de soja en dietas para truchas no producian alteraciones bioquimicas hepaticas en truchas.de
20 g de peso inicial. Otros autores, sin embargo, observan una reduccion en el contenido de
lipidos en higado acompafiando la inclusion de soja en las dietas (WATANABE et al., 1992;
SHIMENO et al., 1993), mientras que en otros trabajos se han observado resultados en los
qué la inclusién de soja en el alimento da lugar a un elevado contenido en lipidos, tanto en
higados (ALEXIS, 1990; SHIMENO et al., 1992; VIYAKARN et al., 1992), como en
carcasa total (ALEXIS, 1990).

También a nivel intestinal se encontraron diferencias en las disposicion de las
microvellosidades, lo que podria incidir negativamente en la capacidad de absorcion de las
mismas para la dieta S30 respecto a la control. Otros autores (VAN den INGH et al., 1991),
llegaron a conclusiones semejantes en dietas para salmoén atlantico, observando que
inclusiones de soja en el pienso no s6lo disminuian significativamente el tamafio de las
microvellosidades, sino que afectaban enormemente a la organizacion o disposicion de las
mismas. Este hecho podria estar relacionado con la presencia de aglutininas de la soja que
presentan la caracteristica de depositarse en las membranas del borde piloso de los
enterocitos en salmones (HENDRIKS et al., 1990). Por otro lado, HOSSAIN y JAUNCEY
(1991), mostraron que estudios histologicos en carpas alimentadas con elevados niveles de
fitato en la dieta se caracterizaban por una hipertrofia y vacuolizacion del citoplasma del
epitelio intestinal. En contraste, el mismo tejido en peces alimentados con una dieta control
baja en fitatos, contenia células columnares normales con citoplasma granular.

La mejor calidad de los lipidos de la dieta S30+n-3/n-6 con respecto a la S30, favorecié
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una mejor utilizacién de las grasas hepaticas, reduciendo considerablemente las deposiciones
lipidicas anormales y otras alteraciones histologicas del tejido hepatico. Esta observacion
podria estar asociada con una relacion n-3/n-6 en los fosfolipidos (PL) de las membranas
hepaticas mas favorables (ACKMAN, 1980), que afectaria sustancialmente al funcionamiento
de las mismas (BELL et al., 1986). Ademas, la mayor importancia relativa de los PUFA
dietéticos a su vez podria ejercer un efecto inhibidor de la lipogénesis hepatica, como ha sido
demostrado en otros vertebrados (JEFFCOAT et al., 1979; SARGENT et al., 1989).

Por otra parte, la mejor composicion n-3/n-6 en los PL hepaticos podria favorecer la
sintesis de HDL (lipoproteina de alta densidad), principal lipoproteina sérica encontrada en
peces (PERRIER et al, 1979), encargada de transportar los lipidos a los tejidos
extrahepaticos y formada en un 50% por fosfolipidos (NELSON y SHORE, 1974),
incrementando la deposicion lipidica en el misculo como se observa en la Tabla 30.

Por otro lado, y de acuerdo con SAKAMOTO y YONE (1978) y SAKAMOTO (1981),
las deficiencias de P en las dietas pueden inhibir la beta-oxidacién de los acidos grasos y/o
la gluconeogénesis en el pez, resultando en la transformaciéon de las proteinas y/o
carbohidratos en lipidos. Asi mismo, de acuerdo con estos autores, la activacion de la beta-
oxidacion de los 4cidos grasos en el muasculo de los peces alimentados con S30+P seria
responsable de la reduccion en el contenido lipidico del mismo.

Segin HENDERSON (1994, comunicacion personal), todo este efecto producido por
la adicion de P a la dieta también podria estar relacionado con la sintesis de
fosfolipoproteinas, las cuales al actuar como transportadores a través del torrente sanguineo
podrian incidir sobre la distribucion tisular de los lipidos evitando de esta forma la deposicién
de los mismos en el tejido hepatico, como en el caso del tratamiento S30+n-3/n-6.

El resultado de una posible mejora de la utilizacion de la soja por adicion de P a las
dietas ha sido obtenido también por otros autores. Asi, KETOLA (1975b) encontr6 que
enriqueciendo las dietas que incluyen soja como principal fuente proteica con fosfato
dicalcico (3.33% de la dieta), mejoraba el crecimiento de la trucha arco iris, concluyendo que
la SBM es una fuente muy pobre de Ca y P. Posteriormente PFEFFER y BECKMANN
(1991), corroboraron esta buena utilizacion de la soja con la adicién de P inorgénico en dietas
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para esta misma especie. Resultados similares fueron obtenidos por LIEBOWITZ (1981), en
alimentos para pez gato. |

En resumen, de todos estos resultados se deduce el que tinicamente el equilibrio en la
relacion de acidos grasos de las series n-3/n-6 y la adicion de P a las dietas que incluyen
elevados niveles de harina de soja mejoraron las deposiciones lipidicas y alteraciones a nivel

histologico en los higados de los peces.

El hecho de que los resultados de crecimiento y conversion del alimento obtenidos para
los peces alimentados con la dieta control no difieran de los obtenidos para los alimentados
con la dieta S30, puede ser debido a que el nivel de P resultante o disponible en esta dieta no
alcanzara lo que podriamos llamar segin HARDY et al. (1991) un nivel clinico,
manteniéndose dentro de un nivel subclinico, que segin esos autores no tiene
obligatoriamente que producir crecimientos inferiores. Por otro lado, SHEARE y HARDY
(1987) habian encontrado que esos niveles subclinicos de P en la dieta pueden existir durante
un largo periodo de tiempo en trucha arco iris, antes de que los signos clinicos de deficiencia
sean evidentes.

Por tltimo cabria mencionar a la vista de los resultados composicionales, €l hecho de que
a nivel practico pueda ser modificado significativamente el contenido graso del pez
unicamente variando dos ingredientes en una dieta estandar S30. Asf, sobre un contenido de
grasa en peso fresco de un 4.30% para los peces alimentados con el tratamiento S30, se
puede pasar a peces con un porcentaje de grasa en el masculo de 3.2% 6 6.4% adicionando
6 g/kg de una sal monovalente de P o mejorando el equilibrio n-3/n-6 de la dieta,
respectivamente. Este tipo de manipulacion sobre el contenido en lipidos del misculo podria
tener un cierto interés desde una perspectiva comercial, ya que en tltima instancia se estaria
actuando sobre las propiedades organolépticas del pescado que se vende.
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4. EXPERIMENTOS DE UTILIZACION DIGESTIVA DEL ALIMENTO.

4.1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

El anlisis de los nutrientes provee una estimacion del potencial de las materias primas
con ¢l que poder alcanzar unos requerimientos nutricionales determinados a la hora de
formular una dieta. Este potencial, sin embargo, tendra validez s6lo si los nutrientes pueden
ser.digeridos y asimilados por el animal. Por lo tanto, la determinacion de los coeficientes de
digestibilidad permiten realizar una buena estimacion sobre el valor nutricional de una fuente
particular de proteina que se pretenda ensayar en dietas para peces o cualquier otro animal.

Con esta finalidad, se disefiaron tres experimentos en cada uno de los cuales se evalué
desde el punto de vista de las digestibilidades que soportan, las diferentes dietas ensayadas

en los experimentos anteriores.
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4.2. EXPERIMENTO 4. SOJA Y ALTRAMUZ. *

4.2.1. INTRODUCCION.

La digestibilidad de la soja, como la de cualquier otra materia prima, depende en gran
medida del tratamiento al que haya sido sometida (SANDHOLM et al., 1976), a lo que habria
que sumar la propia variabilidad de los métodos empleados para su determinacién. De ahi
quizd derive como consecuencia principal la diferencia de resultados encontrada en los
diferentes trabajos que tratan sobre la utilizacion de este ingrediente en dietas para peces. Asi
tenemos que elevados valores de digestibilidad de la proteina de soja han sido mostrados en
diferentes especies de peces: 80% y 93% en trucha,(SANDHOLM et al., 1976 y GRABNER
y HOFER 1985, respectivamente, 77% para pez gato (AKIYAMA, 1991) y 91% para tilapia
(HANLEY, 1987).

WATANABE et al. (1992), encontraron que la sustitucion del 50% de la harina de
pescado por harina de soja en piensos para seriola, no ocasionaba una disminucion aparente
de la digestibilidad de las proteinas utilizando el método de las columnas de decantacion.
Unicamente mostraron diferencias las digestibilidades de la energia con respecto a la dieta
control, reflejandose €sto en una menor digestibilidad de los lipidos y de los carbohidratos.

HUGHES (1988), encontré que el porcentaje de digestibilidad aparente de las proteinas
era mayor para la harina de altramuz que para la harina de soja sin desengrasar, 85.2 y 79.5%
respectivamente, cuando se incluian en piensos para trucha arco iris. Posteriormente,
GOMES y KAUSHIK (1989b) mostraron también en truchas, que la digestibilidad de las
proteinas no se vié afectada con niveles de sustitucién de hasta un 30% de la harina de
pescado por harina de altramuz. Continuando en esta linea PONGMANEERAT y
WATANABE (1992), observaron que niveles de harina de soja por encima del 30% en
formulas para trucha arco iris resultaron en un crecimiento y eficiencia del alimento inferiores
al control conteniendo s6lo harina de pescado, lo que podria ser atribuido a una menor
ingesta de energia digestible en las dietas con harina de soja. Sin embargo, la digestibilidad
de la proteina fue alta para todas las dietas, indicando que la soja era bien digerida por esta

(1) Parte de los resultados del presente experimento han sido publicados en la revista Aquaculture, 1995, vol. 130: 219-233.
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especie. La digestibilidad aparente de los carbohidratos y de la energia en los piensos con
harina de soja fue menor que la del control, el cual contenia solo almidén como fuente de
carbohidratos; segin estos autores, esto se debié probablemente a la proporcién de
carbohidratos no digestibles de la harina de soja, que tienden a reducir ¢l contenido en energia
digestible de las dietas .

En el caso de juveniles de lubina, sustituciones sélo de hasta un 20% de la harina de
pescado por harina de soja y gluten de maiz, no afectaron practicamente a la digestibilidad
aparente de las proteinas (ALLIOT et al., 1979).

El coeficiente de digestibilidad aparente de la proteina de soja desengrasada en
Sciaenops ocellatus de 200 g, usando Cr,0; como marcador, result6 ser de 62.8%, por
debajo de la digestibilidad aparente de la proteina de la harina de pescado (65-70%), seglin
que fuese de alta o baja calidad respectivamente (CASTRO et al., 1993).

En cuanto a la harina de altramuz, son bastantes menos los trabajos que podemos
encontrar que hacen referencia a la digestibilidad de este ingrediente proteico en dietas para
peces. En carpas se determiné para altramuces dulces groseramente troceados una
digestibilidad proteica del 84%; en cambio, cuando el fragmento era muy fino, se llegaba
incluso hasta el 93%. Del mismo modo, para los carbohidratos se obtuvieron digestibilidades
del 50 y 71% segtin que los altramuces fueran grosera o finamente troceados (MANN, 1948
citado en STEFFENS, 1987).

4.2.2 CONDICIONES EXPERIMENTALES.

Para la realizacion de este experimento se utilizaron doradas de 72 g de peso medio
inicial repartidas al azar en grupos de 10 peces por tanque, las cuales fueron aclimatadas a
los'tanques experimentales durante una semana, antes de comenzar con la recogida de heces.

Los peces fueron alimentados cuidadosamente hasta la saciedad, dos veces al dia (09:00
y 15:00), durante 21 dias, con las dietas experimentales que aparecen en la Tabla 9. Los
tanques fueron provistos de un flujo continuo (1 I/min) de agua de mar cuya temperatura
oscil6 entre 19 + 0.5°C a lo largo del periodo experimental.
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_ La rutina de toma de muestras y el procesado de las mismas se Hevo a cabo segln se
detalla en el Apdo. 2.3.2.1.

4.2.3. RESULTADOS.

La Tabla 32 muestra la composicion de las heces obtenidas en el presente experimento.
Los valores de digestibilidad aparente, calculados tanto para las proteinas como para los
lipidos, resultaron elevados en todas las dietas experimentales oscilando entre el 86% y ¢l
95% en el primer caso y no siendo nunca menor del 92% en el segundo (Tabla 33).

No se observaron diferencias significativas entre los coeficientes de digestibilidad
aparente de las proteinas para raciones que incluian altramuz al compararlos con el valor
obtenido para la dieta control (Tabla 33). Estos buenos resultados se confirman también al
comparar dichos valores con los obtenidos para piensos que incluian harina de soja, los cuales
resultaron ser un 10% menores y en algunos casos significativamente bajos (S20 y S30) al
ser comparados con la dieta control.

Se comproboé que en casi todas las formulas que incluian harina vegetal, 1a digestibilidad
de los lipidos resultaba mayor que la calculada para la dieta control. Este parametro se
mostrd menos afectado por el tipo y cantidad de materia prima vegetal utilizada en el pienso,
aunque fue posible establecer una correlacién positiva entre la cantidad de harina de soja
presente en el pienso y la digestibilidad de los lipidos totales (Tabla 33).
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Tabla 32. Composicién de las heces obtenidas en el experimento de digestibilidad con los piensos experimentales que incluyeron harinas de soja y

altramuz.
COMPOSICION C S10 S20 S30 Al0 A20 A30
(% peso seco)
Protefnas 14.11°%£1.61  16.46*£5.23 2579°£1.98  23.43*+298  12.88°1.52 15.62°+0.60  13.49°+0.22
Lipidos 3.52°+0.07 3.50°£0.27 1.80*+0.21 1.21*4+0.23 1.81°+0.20 3.71°+0.66 1.98°+0.35
Ceniza 34.59°+0.65 34.92°+2.47  31.29"x0.93  35.72¢+1.88  31.82%+0.87 27.39°+030  28.56™+0.58
Cr,0, 1.30°+0.10 1.22°+0.17 0.73*+0.02 1.10™+0.21 1.17*+0.03 1.08*°+0.09 1.03*+0.29

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).

Tabla 33. Coeficiente de digestibilidad aparente de las protefnas y lipidos de las dietas experimentales que incluyeron harinas de soja y de altramuz.

C S10 S20 S30 Al0 A20 A30
ADC Protefnas 92.95%+0.99  93.63°+2.76 86.22°x1.13  87.64"+3.70  95.49°+0.56 94.55°+0.30  92.96™+1.95
ADC Lipidos 92.59°+0.43  93.16°+0.73  95.89°+0.55  97.51°+0.34  97.16%+0.26  93.95%+0.62 95.35*+0.54

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).
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4.2.4. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Los valores de digestibilidad aparente de las proteinas para los dos grupos de dietas
pueden ser considerados como bastante altos en funcion de los valores recopilados a nivel
bibliografico. El elevado porcentaje de digestibilidad aparente de las proteinas obtenido para
el control, en el que todas las proteinas proceden de la harina de pescado concuerda con los
resultados que para esa misma fuente proteica han sido encontrados por diferentes autores:
90% para anguila europea (KUHNE, 1973), 86% para pez gato (BROWN et al., 1985), 89-
95% para carpa (OGINO y CHEN, 1973a; KIM, 1974; HOSSAIN y JAUNCEY, 1989), 85-
92% para trucha arco iris (OGINO y CHEN, 1973a; GOUVEIA et al., 1991), 95% para
doradas (VERGARA, 1992). También los elevados valores de ADC obtenidos para los
tratamientos en los que se incluy6 harina de altramuz concuerdan con los que han sido
determinados para otras especies tales como la trucha arco iris o la anguila (DE LA
HIGUERA et al, 1988; HUGHES, 1988; GOUVEIA et al., 1991; HIDALGO, 1988).

Algunos de estos trabajos comparan la digestibilidad de la soja con la del altramuz,
obteniendo resultados en concordancia con los del presente experimento. Asi, en el caso de
la carpa y la tilapia, VIOLA et al. (1989) encontraron mejores resultados de utilizacion del
alimento para las dietas que contenian harina de altramuz (45%), en comparaci6n con las que
incluian harina de soja, lo cual, segin estos autores, podria ser debido a una mejor
digestibilidad de los carbohidratos contenidos en la harina de altramuz que en los de la harina
de soja, lo que se traduciria en un mejor aprovechamiento de la proteina en el primer caso.
Por otro lado, HUGHES (1988) encontr6 que el porcentaje de digestibildad aparente de las
proteinas era mayor para la harina de altramuz que para la harina de soja sin desengrasar,
85.2 y 79.5% respectivamente, cuando se incluian en piensos para trucha arco iris, aunque
posteriormente, GOUVEIA et al. (1991), mostraron que la digestibilidad de la proteina de
altramuz podia llegar hasta el 90% si las semillas eran sometidas a calor/expansion. Para esta
misma especie, GOMES y KAUSHIK (1989b) encontraron que la digestibilidad aparente de
las proteinas no se veia afectada con respecto a un control con sélo harina de pescado,
cuando se sustituia hasta un 20% de esta proteina por proteina de altramuz (26% en la dieta),
mientras que para un 30% de sustitucion la digestibilidad de las proteinas resultd
significativamente mayor que la del control, 90.2% y 85.7% respectivamente.

" Sin embargo todos estos valores de digestibilidad proteica resultaron inferiores a las
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obtenidas en el presente trabajo. Esto podria estar relacionado principalmente con la
diferentes técnicas usadas para la determinacion de los coeficientes. Asi, en el caso de
HUGHES, ¢l método utilizado fue el de alimentacién forzada en cdmaras metabélicas,
mientras que DE LA HIGUERA y colaboradores realizaron las determinaciones mediante
presion abdominal. Ambos métodos han sido rebatidos en diferentes trabajos por proveer
estimaciones supuestamente por debajo de las reales. De esta forma, los coeficientes
obtenidos por GOMES y colaboradores para la misma especie mediante el mecanismo de
CHOUBERT de los coladores rotatorios, resultaron ligeramente superiores. La metodologia
utilizada en el presente experimento, segin se detalla en el Apdo. 2.3.2.1., permitiria realizar
unas estimaciones de las digestibilidades aparentes mas proximas a las reales que aquellos
métodos que implican alguna interferencia en la alimentacion y/o defecacién natural de los
peces objeto de estudio.

Frente a los elevados resultados encontrados para el control y las dietas que contuvieron
harina de altramuz, los tratamientos con harina de soja mostraron una relativamente menor
digestibilidad aparente de las proteinas, lo cual concuerda con los resultados también
significativamente menores de actividad enzimatica de las proteasas obtenidos en el
experimento previo de engorde. OLLI et al. (1989) y ARNESEN et al. (1989), también
mostraron que dietas conteniendo harina de soja, con o sin tostar, resultaron en una baja
digestibilidad de las proteinas en trucha y salmon. La explicacion de la disminucién de la
digestibilidad de las proteinas dietéticas con la inclusién de harina de soja en el pienso debe
ser atribuida, como se dijo en el experimento de valoraci6n nutritiva de este ingrediente, a
otros factores antinutritivos presentes en la soja que no sean la simple presencia de
inhibidores de la tripsina, puesto que la actividad determinada para los antitripsicos fue
practicamente despreciable.

En este sentido, SPINELLI et al. (1983) mostraron que los fitatos dietarios representan
uno de los principales problemas para la utilizacién de la soja por los peces, pudiendo legar
a reducir notablemente la digestibilidad de las proteinas en truchas arco iris.

Por otro lado segin ATHERTON y AITKEN (1970), el porcentaje de la proteina
absorbida que se destina al metabolismo energético puede variar dependiendo de la
proporcion y calidad en la dieta de otros nutrientes energéticos. De esta manera, también se
debe tener en cuenta el que la presencia de materias primas de origen vegetal en las dietas,
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aporta normalmente grandes cantidades de aziicares complejos, celulosas o hemicelulosas,
que contribuyen a aumentar los desechos fecales derivados de su ingestion (KAUSHIK,
1990).

En este sentido, quizd una de las explicaciones mas sencillas en relacion a esta
disminucion de la digestibilidad de las proteinas en las dietas a base de soja pudiera estar en
relacion con el contenido en carbohidratos de la misma, los cuales parecen tener una elevada
proporcién de carbohidratos no digestibles por los animales monogastricos. De esta forma
este material hidrocarbonado pasaria realmente a formar parte o a engrosar la proporcion de
fibra indigestible de las dietas (ARNESEN et al., 1989; OLLI et al., 1989).

Los oligosacaridos pueden comprender mas de un 10% de las semillas de leguminosas,
entre ellas las de la soja y el altramuz. Segiin ARNESEN et al. (1989), practicamente todos
los oligosacaridos de la soja pueden ser considerados como fibra, de acuerdo con la
definicion dada por TROWELL et al. (1976) quienes consideraron como fibra dietaria a la
proporcion de las plantas que no puede ser digerida por los enzimas digestivos en el canal
alimentario del animal, no pudiendo por tanto ser absorvida del intestino. De acuerdo con
ésto, SCERBINA (1973) trabajando con carpas encontré que de los carbohidratos
contenidos en la soja (25.4% en peso seco), la digestibilidad de los mismos era del 51%,
mientras que para el altramuz, con un contenido del 22.8% la digestibilidad fue del orden del
57%. También VIOLA et al. (1989), parecen estar de acuerdo con esta teoria, concluyendo
estos autores que el hecho de que la digestibilidad de los carbohidratos del altramuz sea mas
alta que los de la soja, puede influir en los buenos resultados para la utilizacion de las
proteinas en los piensos de altramuz. De forma similar podrian ser explicados los resultados
obtenidos en el presente experimento.

Segin SMITH y LOVELL (1973), elevadas cantidades de fibra bruta influyen
perjudicialmente sobre la digestibilidad de las proteinas. La fibra que forma parte de las
paredes celulares de las plantas puede actuar por una parte como aislante entre los nutrientes
y el medio digestivo, y por otra como inhibidores frente a la actuacion de los enzimas
digestivos disminuyendo asi la actuacion de los mismos. En este Gltimo modo de actuacion
la fibra puede unirse a los enzimas por mecanismos de absorcion (KROGDAHL, 1989).
Ademas, HILTON y ATKINSON (1982) demostraron que tasas crecientes de fibra bruta,
aceleran el tiempo de vaciado estomacal, haciendo que la digestibilidad de la materia seca
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descienda. TAKII et al. (1989) de acuerdo con ello, concluyeron que para la digestion de la
soja por la seriola se requiere un mayor tiempo que para la harina de pescado. Por otro lado,
GOMES y KAUSHIK (1989b) y WATANABE et al. (1992), observaron una disminucién
en la energia digestible de las dietas a medida que aumentaba el nivel de inclusion de materias
primas vegetales. ANDERSON et al. (1991) profundizando ain mas sobre este tema,
encontraron que la energia digestible de distintas materias primas disminuye conforme
aumenta su contenido en fibra.

En cuanto a la mejora en la digestibilidad de los lipidos dietarios observada con la
inclusion de harinas vegetales, este efecto podria estar relacionado con las diferencias en
cuanto a composicion de acidos grasos de las fuentes lipidicas utilizadas. Como se puede
observar en las tablas de los Anexos I 'y I, un 51.43% de los 4cidos grasos provenientes de
la harina de pescado utilizada son saturados, mientras que en las harinas de soja y altramuz
solo alrededor de un 13-15% de sus acidos grasos son saturados. También el contenido en
grasas saturadas del aceite de sardina es menor que el de la harina de pescado. Las grasas
saturadas, con puntos de fusién elevados son menos digestibles por los peces que las
poliinsaturadas (PHILLIPS, 1969; WATANABE, 1982). TAKEUCHI et al. (1979),
mostraron cémo la digestibilidad de las grasas para carpa y trucha arco iris disminuia a
medida que su punto de fusién y su grado de saturacion incrementaban. Este efecto era
potenciado con la disminucion en talla de los peces por debajo de los 50 g. Sin embargo, en
dichas experiencias no se observé un efecto negativo de las grasas saturadas en el
crecimiento, supervivencia o utilizacioén nutritiva de las proteinas dietarias por los peces, en
concordancia con los resultados del presente experimento. Por otra parte, estudios recientes
(KOVEN et al., 1994) sugieren una especificidad enzimatica para la hidrolisis de acidos
grasos poliinsaturados y una absorcion mas efectiva de éstos acidos grasos que de saturados
o monoinsaturados. En efecto, la harina de soja tiene cerca de un 47% de poliinsatrurados
frente al 27% de la harina de pescado, lo que podria potenciar el incremento gradual de la
digestibilidad de los lipidos encontrados en las dietas con soja.

Por ultimo, cabria mencionar el hecho de que las mejores digestibilidades de la grasa
observadas en los tratamientos con soja pudieran haber contrarrestado de alguna forma la
mala utilizacion digestiva de los carbohidratos contenidos en la harina de soja (BECKER y
NEHRING, 1965; SCERBINA, 1973; ARNESEN et al., 1989), haciendo que los resultados

finales de utilizacion del alimento no fuesen tan malos como era de esperar.
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4.3. EXPERIMENTO S. GLUTEN DE MAIZ Y HARINA DE CARNE Y HUESOS.
4.3.1. INTRODUCCION.

Los valores de digestibilidad para la proteina de gluten de maiz determinados en diversas
especies han sido en general elevados, encontrandose valores entre un 91% y 96% para carpa
y trucha respectivamente. Sin embargo para esas mismas especies la digestibilidad para la
harina de carne y huesos ha sido menor en cualquier caso (54% a 78%). Estos menores
valores para la harina de carne y huesos estin en estrecha relacién con la propia variabilidad
intrinseca en la composicion de esta materia prima. Todo ello queda reflejado en las
digestibilidades obtenidas cuando estas dos materias primas son utilizadas como tinica fuente
proteica en las dietas.

Asi, PONGMANEERAT y WATANABE (1991) observaron que el valor de
digestibilidad aparente de las proteinas en dietas para carpa que contenian harina de gluten
de maiz como Unica fuente proteica fue excelente, siendo incluso superior al de la harina de
pescado, a pesar de los pobres resultados en crecimiento y utilizaciéon del alimento en los
peces alimentados con gluten de maiz.

Sin embargo, la evaluacion de la calidad de la harina de carne y huesos en dietas
experimentales para trucha arco iris usandola como Unica fuente de proteina (WATANABE
y PONGMANEERAT, 1991), dio lugar a una digestibilidad de las proteinas bastante baja,
como también encontraron PONGMANEERAT y WATANABE (1991) en dietas para carpa.

Por otro lado, son muy pocos los trabajos que hacen referencia a la utilizacion digestiva
de estas dos fuentes proteicas como sustitutos parciales de la harina de pescado en dietas para
peces, aunque la utilizacion nutritiva de las mismas aparece mejor documentada, dando en
general bastante buenos resultados en los dos casos para niveles de inclusiéon menores del
40% en diferentes especies.

ALLIOT et al. (1979) encontraron que sustituciones de hasta un 20% de la harina de
pescado por gluten de maiz no afectaron practicamente a la digestibilidad aparente de las
proteinas en juveniles de lubinas.

138

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran Ci

© Unive



EVALUACION DIGESTIVA

4.3.2. CONDICIONES EXPERIMENTALES.

En el desarrollo del presente experimento se introdujeron modificaciones respecto al
ensayo similar realizado con harinas de soja y altramuz: Por una parte se acortd el periodp
de recogida de heces y por otro se redujo el tiempo de decantacién de las mismas en la
columna de sedimentacion, reduciendo asi las posibilidades de que su composicion resultara
modificada. Para conseguir ésto se aumento el flujo medio de agua en los tanques hasta unos
6 /min,, lo que indirectamente permitié instalar en los tanques un mayor nimero de peces.

En este experimento se emplearon dos tanques por tratamiento albergando cada uno de
ellos 25 peces de un peso medio comprendido entre 34 y 37 g/pez. La alimentacion se realizé
"ad libitum" dos veces al dia (10:00; 15:00), 7 dias por semana, durante 21 dias, con las
dietas experimentales formuladas segn la Tabla 34. Los valores medios de pH, T y O,
determinados durante el ensayo fueron de 6.8, 22.7°C y 7.7 mg/l, respectivamente.

4.3.3. RESULTADOS.

La Tabla 35 muestra la composicion en peso seco de las heces obtenidas de los peces
alimentados con las dietas ensayadas en el presente experimento. El analisis de la
composicion de las heces puso de manifiesto un contenido en proteinas mucho mas elevado
para los peces de los tratamientos con harina de carne y huesos que para los del gluten de
maiz, siendo la composicion de estas Gltimas muy similar a la de la dieta control.

. La composicién en lipidos fue muy similar en las heces obtenidas para todos los
tratamientos, resultando ser un poco mayor para las dietas M30 y M40. Por tltimo, también
fueron apreciadas diferencias notables en las cenizas, cuyo contenido fue superior para los
piensos que contuvieron harina de carne y huesos.
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Tabla 34. Formulacion y composicion de las dietas ensayadas en el experimento de digestibilidad con

harinas de gluten de maiz y carne y huesos.

INGREDIENTES C G20 G300 G40 M20 M30 M40 -
(% peso humedo) :
Harina de pescado 60.25 4820 4217 3617 4820 42.17 36.17
Harina de gluten de maiz - 10.54 15.81 21.08 - - -
Harina de carne y huesos - - - - 14.04 21.06 28.09
Aceite de pescado 735 829 874 921 829 874 921
Almidén de maiz 16.15 1615 16.15 16.15 16.15 16.15 16.15
Dextrina 5.38 5.38 5.38 5.38 5.38 5.38 5.38
Vitaminas' 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Minerales® 200 200 200 200 200 200 200
Cr,0, 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
CcMC? 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
o.-Celulosa 587 644 675 701 294 105 0.00
COMPOSICION

(% peso seco)
Humedad 7.47 7.76 932 10.08 7.86 9.87 6.59
Proteinas 45.00 4578 4635 5037 48.62 4744 46.90
Lipidos 13.00 1288 1252 11.71 13.65 1492 16.82
Ceniza 11.84 1025 927 892 13.64 1407 14.78
Fibra 659 749 775 635 429 335 203
Carbohidratos* 23.57 23,60 2411 2265 1980 2022 19.47
Cr,0, 0.54 0.53 0.53 0.54 0.53 0.54 0.53
Energia bruta (Kj/g) 1812 1755 1747 1789 1787 17.10 17.54

(1) y (2) Composicion de las mezclas en la Tabla 7.

(3) Carboximetil celulosa.

(4) Calculados por diferencia (100-resto ingredientes).
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Tabla 35. Composicién de las heces obtenidas en el experimento de digestibilidad con los piensos experimentales que incluyeron harinas de gluten de maiz

y carne y huesos.

COMPOSICION C G20 G30 G40 M20 M30 M40

(% peso seco)

Proteinas 10.57°+0.62 10.78°+1.52 10.65*+1.02 9.98°+0.86  18.26°x1.84 20.90°+3.93  23.37°x5.31
Lipidos 3.71°+0.37 4392030  4.73%x0.50 3.58*+0.25 4.06"+0.39 4.94*+0.86 5.47°+0.67
Ceniza 32.40°+0.86  31.89°+0.18 26.76°+1.95  27.52°+1.35  37.11°+£3.09 40.38°+2.00  37.18°+0.43
Cr,0, 1.35"+0.26 1.54°+0.20 1.07*£0.18 1.28%x0.22  1.16™°x0.12 1.14%°£0.25 0.83%+0.22
Energfa (Kj/g) 11.15%+0.28  11.42™°+0.10  12.45%+022 11.92*+0.22  11.04°+0.34 11.29*°+0.87  11.91°x0.11

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).
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Tabla 36. Coeficiente de digestibilidad aparente de las protefnas y lipidos y energfa digestible de las dietas experimentales que incluyeron harinas de gluten

de maiz y carne y huesos.

C G20 G30 G40 M20 M30 M40
ADC Proteinas 90.47°+1.95  92.00°+0.63 88.55°+0.88  91.65°+0.61  82.87°x1.16  79.09™+0.49 75.04°
ADC Lipidos 87.37°+0.34  88.38%+0.12 82.86°+8.22  87.23°+0.25  86.41°+0.09 84.37°+0.52 81.69°
DE (Kj/g) 13.67°+0.79  13.65°+0.29 11.22°+1.12  12.96°+0.09  12.82°+0.42 11.70°+0.58 11.24*
DE (%) 75.44'+437  T77.75°+1.65 64.20°+6.44  71.42°+1.93  71.74°+2.38 68.42°+3.39 64.08°
D total (%) 59.62°+5.50  65.84°+£2.33 49.84°£795  58.19°+1.48  54.26°+2.23 51.91°+8.35 47.00°

* Valores en una misma lfnea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).
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En base a las anteriores determinaciones, se calcularon las digestibilidades de proteina
y lipidos para las distintas dietas experimentales (Tabla 36). No se encontraron diferencias
significativas entre los coeficientes de digestibilidad aparente de las proteinas de la dieta
control y aquellas que incluyeron gluten, pero si se comprobé que los valores obtenidos para
la proteina de las dietas que incluian harina de carne eran significativamente menores que el
resto, ademas de disminuir también conforme se incrementaba el nivel de inclusién de esta
materia prima en el pienso. La digestibilidad aparente de los lipidos, en cambio, no se vio
afectada por el tipo o cantidad de ingrediente alternativo utilizado.

Se puede concluir que la digestibilidad de los macronutrientes, especialmente la proteina,
se vio afectada negativamente al utilizar niveles elevados (30 6 40% de la proteina) de harina
de carne y huesos en el pienso.

4.3.4. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

De los resultados obtenidos en el presente experimento se deduce una mejor utilizacién
digestiva de las dietas que incluyeron harina de gluten de maiz, similares a la del control, con
respecto a las que incluyeron harina de carne y huesos, resultados que estan en concordancia
con los que se muestran en otros trabajos.

En el caso del gluten de maiz, PONGMANEERAT y WATANABE (1991) encontraron
para carpa una digestibilidad aparente de la proteina més alta que la de la harina de pescado
(95% y 87% respectivamente). Otros autores han manifestado el buen uso digestivo de la
proteina de gluten en diferentes especies de peces (HASTING, 1966; CHO et al., 1982;
ANDERSON et al. 1992; MOYANO, 1992; MORALES, 1993). Por el contrario, la menor
utilizacion digestiva de la harina de carne y huesos queda también patente en otros muchos
trabajos. Asi, PONGMANEERAT y WATANABE (1991) encontraron que, en piensos para
carpa, la digestibilidad de esta materia prima estaba muy por debajo de la de la harina de
pescado, 54% y 84% respectivamente. En el caso de la trucha arco iris (WATANABE y
PONGMANEERAT, 1991), los valores medidos para la digestibilidad de las proteinas fueron
de 78% y 92% para el harina de carne y huesos y harina de pescado respectivamente, en
contraposicion con el valor del 60% obtenido por ALEXIS et al. (1988), para esta misma
especie.
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También CASTRO et al. (1993) encontraron que en Sciaenops ocellatus de 200 g de
peso medio, la digestibilidad aparente de la proteina de harina de carne y huesos era del
52.6% en un pienso compuesto por 30% de esta materia prima y 70% de una dieta de
referencia.

Todo ello concuerda con los resultados encontrados en el presente trabajo en el cual,
aunque no se determiné la digestibilidad de las materias primas por separado sino del
conjunto de la dieta, result6 evidente que la digestibilidad aparente de la proteina de la harina
de carne y huesos fue menor que la del gluten y ésta a su vez menor que la de la harina de
pescado, en funcién de la disminucion en la digestibilidad global encontrada para este
nutriente en las dietas, con el aumento del nivel de sustitucion en las mismas por las fuentes
proteicas alternativas.

Estas diferencias en la digestibilidad de la proteina entre las dos materias primas
alternativas ensayadas no deben ser atribuidas a posibles diferencias en la ingesta, pues son
muchos los autores que han sefialado que la digestibilidad de las proteinas de una dieta
determinada es independiente de la ingesta proteica (NOSE, 1967; OGINO y CHEN, 1973;
PAGE y ANDREWS, 1973; WINDELL et al., 1978b; RYCHLY y SPANNHOF, 1979).

Los buenos resultados derivados de la utilizacion del gluten de maiz parecen estar
relacionados en principio con el propio mecanismo de fabricacién de dicho producto. El
gluten de maiz, como ya se ha comentado, es un subproducto que se obtiene tras un
tratamiento hidrotérmico de la semilla, seguido del machacado de la misma. Este tipo de
proceso puede incrementar la disponibilidad de los amino4cidos presentes en el producto
resultante. Por otro lado, también se puede ver favorecida la digestibilidad del poco almidén
contenido en el gluten, debido al calentamiento a que es sometida la harina. Todos estos
factores pueden contribuir a explicar la elevada disponibilidad de los nutrientes de esta
materia prima (SCOTT et al., 1982), cuando se usa en dietas para peces.

Por otro lado, los peores valores digestivos que ocasiona la inclusién de harina de carne
y huesos en los piensos podrian estar relacionados con el elevado nivel de cenizas contenido
en este ingrediente (25-30% en peso seco). Proporciones muy altas de ceniza en el alimento
han sido correlacionadas inversamente con las digestibilidades de las proteinas en las mismas
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(NOSE y MAMIYA, 1963; NRC, 1983; PONGMANEERAT y WATANABE, 1991). De
acuerdo con ésto, en el presente experimento se pudo establecer una clara relacién negativa
entre el contenido en cenizas de las dietas y la digestibilidad de las proteinas (Fig. 26).

Por otro lado, al igual que en el experimento anterior con harinas de soja y altramuz, la
disminucion progresiva de la digestibilidad de los lipidos dietéticos al aumentar los niveles
de harina de carne y huesos en el pienso, puede estar en parte relacionada con el contenido
creciente en acidos grasos saturados provenientes en este caso de la harina de carne, que a
su vez no tienen por qué afectar al crecimiento y utilizacién nutritiva del alimento
(TAKEUCHI et al., 1979). En efecto, el componente mayoritario de las grasas de carne y
huesos son acidos grasos saturados (WATANABE, 1982; NRC, 1983) y, como se discutio
en el apartado anterior, la digestibilidad de los lipidos en las dietas para peces disminuye al
incrementar el punto de fusion de los mismos (TAKEUCHI et al., 1979).
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Fig. 26. Relacién entre la composicion en ceniza de las dietas y la ADC de las
proteinas en el experimento de gluten y carne.
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4.4. EXPERIMENTO 6. MEJORA DE SOJA.
4.4.1. CONDICIONES EXPERIMENTALES.

Para la realizacion del presente ensayo fueron utilizadas doradas de 55 g de peso medio
inicial, las cuales se repartieron al azar en grupos de 15 peces en los tanques experimentales,
donde fueron alimentadas cuidadosamente dos veces al dia (10:00 y 16:00) con los piensos
cuya formulacion y composicién se muestran en la Tabla 37.

. Los tanques fueron provistos de un flujo constante de agua de mar de 6 V/min. El
experimento se prolongd durante 15 dias, en los cuales los valores medios de T y
concentracion de O, oscilaron entre 17.7-17.8 y 7.0-7.8, respectivamente.

4.4.2. RESULTADOS.

La cuantificacion diaria de las heces recogidas para cada tanque, en peso seco una vez
liofilizadas, se muestra en la Tabla 38 junto con los datos de ingestion diaria para cada uno
de los tratamientos.

Se puede observar que tanto las ingestas totales como las ingestas medias diarias
expresadas en porcentaje del peso, fueron similares independientemente de los tratamientos
experimentales. Por el contrario, si que existieron diferencias en la cantidad de heces
recogidas, siendo éstas mayores en los peces alimentados con el control respecto a las demas
dietas; sin embargo, hay que considerar el hecho de las grandes variaciones que se tuvieron
para las desviaciones estandar de estos valores.
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Tabla 37. Formulaciony composicion de las dietas ensayadas en el experimento de digestibilidad de

mejora de la harina de soja.
INGREDIENTES C S30 S30 S30 S30 S30
(% peso himedo) + + + +
P Zn Fitasas n-3/n-6
Harina de pescado 61.80 42.50 42.50 4250 4250 4250
Harina de soja - 2960 2960 2960 29.60  29.60*
Aceite de pescado 6.60 7.30 7.30 7.30 7.30 8.00
Almidén de maiz 12.07 12.07 8.01 12.07  12.07 12.07
Dextrina 4.03 4.03 2.68 4.03 4.03 4.02
Vitaminas® 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 .
Minerales® 1.31 1.31 1.31 1.31 1.31 - 1.31
[0).Y (0 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
a-Celulosa 11.69 0.69 - 0.66 0.67 -
P[KH,PO,] - - 6.10° - - -
Zn [ZnSO, « TH,0] - - - 0.03° - -
Fitasas - - - - 0.02° -
Cr,0, 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
COMPOSICION
(% peso seco)

Humedad 5.50 7.24 6.54 8.95 7.11 8.47
Proteinas 46.79 48.40 47.55 48.28  47.53 48.15
Lipidos 11.20 10.94 10.95 11.02  11.03 11.47
Ceniza 11.92 11.16 16.26 11.28 11.14 11.25
Fibra 11.70 422 3.39 3.90 3.79 3.11
Carbohidratos® 10.61 16.16 13.91 15.03 16.07 15.86
Energia bruta (Kj/g) 19.01 19.39 18.40 18.82 19.42 19.31

(1) y (2) Composicidon de las mezclas en 1;1— Tabla 7.

(3) Carboximetil celulosa.

(4) Harina de soja desengrasada.

(5) Cantidad afiadida a expensas de la ¢-celulosa de la mezcla de minerales.

(6) Determinados analiticamente.
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Tabla 38. Cuantificacién media diaria de heces y de alimento ingerido para cada uno de los tratamientos ensayados en el experimento de digestibilidad de

mejora de la harina de soja.

C S30 S30+P S30+Zn S30+Fitasas S30+n-3/n-6
Ingesta (g) 224.3*'+14.8 186.8°+34.3 174.4*+12.8 183.6*+9.65 181.2*+9.57 192.4°+15.86
Ingesta diaria (% peso) 2.51°+0.21 2.04°+0.26 1.98%*+0.13 1.99*+0.08 2.00*+0.09 2.14*+0.10
Heces (g.p.seco/dfa) 1.40°+0.44 0.98+0.57 0.46*+0.20 0.73%+0.38 0.47*+0.26 0.55*+0.33

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).
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Tabla 39. Composicién (g/100 g peso seco) y contenido en energia de las heces obtenidas para los distintos tratamientos ensayados en el experimento de
digestibilidad de mejora de la harina de soja.

C $30 S30+P $30+Zn S30+Fitasas  S30-+n-3/n-6
Protefnas 11.79°+0.23 12.60°+0.55 14.08°+0.54  12.66°:039  12.46°+0.46 12.72°+0.55
Lipidos 5.05%£0.49 7.05%£0.27 5.50"£1.31 6.62%+0.61 7.19%0.71 7.15°40.25
Carbohidratos 2.68£1.00  17.38°%1.01 7.66°1.44  18.44°42.57 16.93+1.44  19.11°%1.41
Ceniza 33142074 32.03°:029  41.83°+0.80  31.20°1.54  31.59%+1.59  31.731.58
Cr,0, 1.02°+0.14 1.11°£0.17 1.19°40.09 1.00°£0.42 1.28%0.13 1.28+0.14
Energfa (Kj/g) 11.65°£0.66 12.19°+0.26 9.43%+0.71 11.96°:0.63 11.78°+0.47  11.94°:0.61

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).
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La composicion de las heces se muestra en la Tabla 39. El contenido en proteinas result6
significativamente mas bajo para el control que para el resto de los tratamientos, ocurriendo
todo lo contrario con las heces obtenidas para los peces alimentados con el pienso S30+P.
Por otro lado, la composicion en lipidos y carbohidratos mostré una tendencia similar,
resultando las heces de las dietas control y S30+P con un porcentaje mas bajo de estos dos
macronutrientes, en comparacion con €l resto de los piensos. El contenido en ceniza fue muy
homogéneo para las diferentes féormulas ensayadas, a excepcion de la S30+P que fue
significativamente mas alto.

Todos estos resultados concuerdan completamente con las digestibilidades calculadas
para las proteinas, lipidos, carbohidratos y energia de los distintos tratamientos (Tabla 40).

Los coeficientes de digestibilidad aparente de las proteinas, lipidos y energia resultaron
estadisticamente similares para todas las dietas experimentales. Por el contrario, si que se
observaron diferencias significativas claras en el caso de los carbohidratos observandose dos
grupos de valores: uno muy superior correspondiente a las dietas control y S30+P, y otro
inferior en el que se incluirian el resto de las dietas.
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Tabla 40. Coeficientes de digestibilidad aparente, energfa digestible y digestibilidad total para los diferentes tratamientos ensayados en el experimento de
mejora de la harina de soja.

C S30 S30+P S304+Zn S30+Fitasas S30+n-3/n-6
ADC protefnas (%) 90.81°+1.23 91.23%+0.85 90.16°+0.53 90.76*+1.61 91.95*+0.60 91.86"+0.80
ADC lipidos (%) 83.30°+3.22 78.16°+2.29 83.25%+4.54 77.24°+4.52 79.49°+1.21 80.80°+£3.02
ADC carbohidratos (%) 90.90°+2.20 65.12"+5.35 81.70+2.93 53.27°+16.05 67.81%+3.74 62.88°+6.15
DE (Kj/g) 14.77*+£0.44 15.27%+0.22 15.26*+0.28 14.46*«1.15 15.82°+0.30 15.63*+0.60
DE (%) 77.69*+2.31 78.73%+1.11 82.93°+1.53 76.81°+6.12 81.48%+1.55 80.94°+3.10

D total (%) , 64.43°+5.52 66.15"+2.42 66.75°+0.58 ~  64.21°t7.11 = 69.49°+1.32 69.29°+3.81

* Valores en una misma linea con distinto superindice difieren significativamente (P< 0.05).
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4.4.3. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Los resultados indican que las ingestas, expresadas tanto en gramos de peso seco como
en porcentaje del peso corporal dia fueron bastante altas y muy homogéneas para los distintos
tratamientos, siendo los valores adecuados para la especie y tamafio de los peces
experimentales. La dieta S30+P, lo mismo que ocurrié en el ensayo previo de engorde,
present6 una aceptacién menor por los peces durante los primeros dias de experimentacion,
recuperandose seguidamente hasta alcanzar el nivel de ingesta observado para el resto de los
piensos.

En cuanto a la cantidad de heces recogidas, los pesos medios variaron notablemente
tan‘to entre diferentes tratamientos, como entre los distintos dias para un mismo tratamiento,
siendo los menores obtenidos de 0.42 g peso seco/dia para los peces alimentados con el
tratamiento S30+P y los mayores de 1.40 g peso seco/dia para el control, lo cual estaria en
cierta medida en concordancia con las relativamente més altas ingestas obtenidas para esas
dietas. Las diferencias en la cantidad de heces recogidas indican, probablemente, una
diferente densidad de las heces, provocada por los diferentes ingredientes con que se
formularon las dietas. Se podria pensar, en principio, que estas cantidades no fueran
suficientes de acuerdo con el volumen de dieta ingerida; sin embargo, si expresamos la
cantidad de excretas recogidas diariamente como gramos de heces en peso himedo por kg
de animal, los valores resultantes (considerando una humedad para las mismas del 75-80%)
son similares al valor méximo orientativo que CHO y colaboradores obtuvieron para el
Sistema Guelph original (1g/kg peso).

Los resultados de los coeficientes de digestibilidad aparente de proteinas y lipidos
obtenidos en el presente experimento para las dietas Control y S30, corroboran aquellos
elevados valores que se mostraron en el Exp. 1. Se comprueba una vez mas tras el presente
ensayo la homogeneidad encontrada para la digestibilidad aparente de las proteinas entre
ambas dietas, si bien los valores en el anterior experimento fueron algo mayores, lo cual
seguramente podria estar relacionado tanto por una mejora en la relacion flujo de
agua/decantacién de heces, como en todo lo que supone el propio proceso de recogida diaria
de excrementos, que se ha ido perfeccionando con la experiencia. Por otro lado, las
diferencias observadas para las digestibilidades aparentes de los lipidos entre los dos
experimentos pudieran estar relacionadas con distintas composiciories relativas, tanto de los
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ingredientes proteicos como del propio aceite de pescado utilizados en la elaboracion de los
piensos, ya que ni uno ni otro fueron los mismos para los dos experimentos.

Merecen especial mencion, por cuanto que en el experimento previo no se pudieron
analizar, las digestibilidades aparentes de los carbohidratos. Esta fraccion de las dietas es la
que mas se vi6 influida por los diferentes tratamiento. Asi, se tuvieron los mayores valores
para el control, rondando el 90%, mientras que todos los piensos que incluyeron harina de
soja vieron mermada notablemente la digestibilidad de sus carbohidratos. Todo ello
evidentemente podria estar relacionado con la composicién en carbohidratos no digestibles
o parcialmente digestibles contenidos en la soja (COWEY et al., 1971; ARNESEN et al,,
1989; SAINL, 1989; PFEFFER y BECKMANN, 1991), como se comenté en la discusién del
experimento previo de utilizacion nutritiva de esta harina. Otros autores, entre ellos
WATANARBE et al. (1992), encontraron también que con elevados niveles de inclusion de
soja en el pienso no se alteraba la digestibilidad de las proteinas con respecto a una dieta
control con solo harina de pescado, mientras que la digestibilidad de los carbohidratos si que

se veia disminuida enormemente.

De todos los ingredientes o tratamientos con los que se intenté mejorar la utilizacién de
la harina de soja, la adicion de P inorgéanico fue la que pareci6 influir en mayor medida sobre
la utilizacion digestiva de la dieta S30 y concretamente sobre la digestibilidad de los
carbohidratos de la misma.

De acuerdo con HENDERSON (comun. pers.), la mejora en la utilizacién digestiva de
la dieta S30 como consecuencia de la adicion de P en la forma de fosfato, pudiera estar
relacionada a nivel del tracto digestivo con un efecto buffer del fosfato afiadido, de tal forma
que se vean favorecidos los procesos de hidrolisis de los constituyentes de la dieta.

En cuanto a la utilzacion de las fitasas exogenas a nivel digestivo se pudo comprobar que
fue nula si se comparan los resultados obtenidos para la dieta S30+Fitasas con la $30. Esto
vendria a corroborar los también nulos resultados obtenidos para esta dieta en el experimento
previo de engorde lo que, como fue explicado en la discusién de dicho ensayo, pudo estar
ralacionado con el que a nivel del digestivo no se alcanzara la temperatura adecuada necesaria
para una 6ptima actuacién de las fitasas. Sin embargo, si tenemos en cuenta los resultados
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de SPINELLI y colaboradores (1983), y HOSSAIN y JAUNCEY (1991), quienes
demostraron que un alto contenido en fitatos condicionaba principalmente la disponibilidad
de las proteinas, vemos que no es precisamente el caso encontrado en la dieta S30 ensayada
en estos experimentos, puesto que las digestibilidades aparentes obtenidas para las proteinas
fueron bastante altas de acuerdo con la revisién bibliografica previa. Atendiendo a ésto, en
principio podriamos rebajar importancia a la influencia de los fitatos sobre la utilizacidén de
las proteinas, y centrarnos mas en la importancia que a nivel digestivo y/o metabélico pudiera
dejar de tener el P que aparece unido al 4cido fitico. En este sentido, resultaria conveniente
seguir investigando con el uso de fitasas exdgenas, que por otra parte han dado muy buenos
resultados en otros trabajos (BROWN, 1991; RODEHUTSCORD y PFEFFER, 1994a;
SCHAFER et al., 1994).

Como se mostro en la introduccion general, la investigacién con enzimas exdgenas es
un area relativamente reciente en estudios relacionados con la nutricién de peces. Sin
embargo, los resultados que pudieran conllevar €l uso de fitasas a nivel comercial en los
piensos serian prometedores por cuanto que, aunque segiin se ha podido comprobar
(CAMPBELL y BEDFORD, 1992), las mejoras en la digestibilidad no son muy altas, la
correspondiente reduccion en las excreciones de P fecal si son considerables.

* Segiin SCHAFER et al. (1994), el uso de fitasas mejora la utilizacién del P procedente
de ingredientes vegetales reduciendo las excreciones de este nutriente en un 30% comparado
con las dietas en las que para alcanzar lor requerimientos de P se suplementa con fosfato
monocalcico.

En este sentido hay que tener en cuenta que una gran proporcién del P ingerido no es
retenido por el pez (WIESMANN et al., 1988; HARDY et al., 1991), y que el P absorbido
en exceso a partir de la dieta se vuelve a excretar enseguida principalmente en forma
hidrosoluble, sobre todo a través de la orina (PODOLIAK, 1961; PODOLIAK vy
McCORMICK, 1967, NAKASHIMA y LEGGETT, 1980; TOMIYAMA et al., 1956).
Aproximadamente el 60% del P excretado se hace en forma particulada, correspondiendo el
resto a la forma soluble, en la que se incluirian los ortofosfatos (aprox. 6%), que es de
fundamental importancia para la produccion primaria de las aguas (STEFFENS, 1987).

Por todo ello, aunque de los resultados obtenidos en los experimentos de este trabajo
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se despreﬁde que la adicién de niveles apropiados de P a las dietas que contienen elevadas
cantidades de soja puede, efectivamente, mejorar la utilizacion de las mismas, resultaria mas
apropiado desde el punto de vista de la actual problematica medioambiental, ya que la
excrecion de P esta en relacion directa con la ingesta del mismo (NAKASHIMA y
LEGGETT, 1980), el uso de cualquier otro constituyente del tipo de las fitasas, que pudiera
mejorar la utilizacion del P sin necesidad de afiadir estos perjudiciales suplementos minerales
a las dietas. ‘
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5. EXPERIMENTOS DE EXCRECION DE AMONIO.
S.1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

La proporcién de nitroégeno dietario que es excretado o retenido depende inicialmente
de la eficacia de asimilacion del propio organismo, pero ademas se sabe que también varia
con la composicién de la dieta (ELLIOT, 1976a; PAULSON, 1980; RYCHLY, 1980;
BEAMISH y THOMAS, 1984; KAUSHIK y OLIVA TELES, 1985; KAUSHIK y COWEY,
1991), tamafio del alimento (ELLIOT, 1976b; DURBIN y DURBIN, 1981), y condiciones
medioambientales (NIIMI y BEAMISH, 1974).

Existen numerosos trabajos sobre la influencia del nivel de proteina en la dieta y la
excrecion total de N producida por la misma, estando generalmente correlacionados
directamente (COULTON, 1978; GARCIA et al,, 1981; CARDENETE y MOYANO, 1988;
FORSBERG y SUMMERFELT, 1992; CHAKRABORTY, 1992). Sin embargo, se puede
decir que no hay practicamente trabajos en los que se estudie la excrecion de N en funcién
del tipo de proteina dietaria.

La calidad de una proteina dietaria generalmente se evalia en funcion de su composicion
en aminodcidos esenciales, de tal forma que, si la composiciéon en aminoéacidos esenciales
presenta deficiencias, excesos o desequilibrios con respecto a los requerimientos del pez,
puede reducirse considerablemente la eficacia en la utilizacion del alimento por el animal,
pudiendo provocar un aumento en la excrecion amoniacal (OGINO y CHEN, 1973b;
KAUSHIK, 1990). Una proteina de baja calidad debido a un desequilibrio en su perfil de
aminodcidos, podria favorecer una situacion en la que los aminoacidos limitantes
establecieran el nivel de sintesis proteica, mientras que el resto de los aminoacidos podrian
ser desaminados para producir energia (MOYANO, 1990).

De los muy pocos trabajos encontrados, quiza el que mas se aproxime al tema que se
viene tratando en el presente trabajo es el llevado a cabo por LUMENTA (1985), quien
observo que la inclusion de un 26% de harina de soja con baja concentracion de inhibidores
tripsicos, en dietas para trucha arco iris, producia un aumento en la digestibilidad de la
materia seca, nitrogeno, lipidos y energia, aumentando la retencion y disminuyendo la
excrecion de N, con la consiguiente mejora de la calidad del medio ambiente.
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Una completa valoracion de nuevas formulas alimenticias para peces debe considerar no
sélo la valoracion nutricional de las mismas, sino también las posibles descargas de nutrientes
al medio como resultado de su utilizacion. Esto es particularmente importante cuando se trata
de evaluar una nueva combinacién de fuentes proteicas, puesto que cualquier desequilibrio
en la composicion en aminoacidos puede resultar en una activa desaminacioén y por
consiguiente, elevados niveles de excrecion de amonio al medio.

El objetivo de estos experimentos, por tanto, consiste en completar el estudio de la
sustitucion parcial de la proteina de pescado por las cuatro fuentes proteicas alternativas
ensayadas en los experimentos anteriores desde el punto de vista nutricional y digestivo,
haciendo una evaluacion del efecto producido por esas sustituciones sobre la liberacion de
nitrogeno al medio.
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5.2. EXPERIMENTO 7. SOJA Y ALTRAMUZ. '
5.2.1. CONDICIONES EXPERIMENTALES.

Para la realizacién de este experimento se utilizaron doradas de 72 g de peso medio
inicial en grupos de 10 peces por tanque. Los tanques fueron provistos de un flujo continuo
(1 V/min) de agua de mar cuya temperatura oscilé entre 19 + 0,5°C.

La rutina de toma de mestras se llevo a cabo segun se indico en el Apdo. 2.3.3. Las
medidas de amonio disuelto se llevaron a cabo en muestras del agua de los tanques después
de alimentar a los peces normalmente a primera hora de la mafiana con los piensos
experimentales que aparecen en la Tabla 9. Se tomaron muestras de agua cada dos horas,
durante un periodo de 8 horas, en dos dias consecutivos, las cuales se almacenaron
imﬁediatamente en recipientes oscuros a 4°C, con el fin de analizarlas todas juntas segun el
método descrito en el apartado 2.7.

Partiendo del hecho de que no se pudieron tomar muestras después de ese periodo de
8 h, entre otras cosas por la falta de luz en el interior de la nave de cultivo, los valores
determinados para esta especie por PORTER et al. (1987), fueron usados como base con la
que calcular la excrecion total en un periodo de 24 h, mediante la extrapolacién de los valores
obtenidos en nuestro experimento.

5.2.2. RESULTADOS.
Las Figuras 27 y 28 muestran el patron de excrecion de amonio disuelto (DA) a lo largo

del periodo experimental, asi como la produccién acumulada del mismo, respectivamente,
para los grupos de peces alimentados con cada una de las dietas ensayadas.

(1) Parte de los resultados del presente experimento han sido publicados en la revista Aquaculture, 1995, vol. 130: 219-233.
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Fig. 27. Evolucién de la excrecién N-NH4* de los peces alimentados
con las dietas experimentales de soja y altramuz.

& Universidad de Las Paimas de Gran Canaria. Eiblicleca Digital, 2004



91

mg N-NH4*/kg pez.g N ingerido
- N ® & t
= S S = S
S S S = S
I I | | |

600

= C —— S10 X S20 = 830 L10 % L20 & L30

Tiempo (h)

Fig. 28. Produccién acumulada de N-NH4™* de los peces alimentados
con las dietas experimentales de soja y altramuz.

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Biblicleca Digital, 2004



EVALUACION METABOLICA

Tabla 41. Excreci6n de nitrégeno soluble por gramo de nitrégeno ingerido por Kg de pez, para los
peces alimentados con las dietas experimentales de harinas de soja y altramuz, a las 8 horas
post ingesta.

C S10 S20 S30 Al0 A20 A30

N soluble/g N ingerido  65.5 111.9 116.0 106.0 105.7 105.2 116.9

Al comparar los resultados obtenidos en los peces alimentados inicamente con proteina
de harina de pescado frente al resto de los grupos experimentales se pudieron determinar
diferencias claras, tanto en el ritmo de excrecidon como en la cuantia total de la misma. De
esta forma, se observé como el maximo de excrecion (65.5 mg N soluble/g N ingerido x Kg
pez) en el primer caso se alcanzaba a las 4 horas post ingesta, en tanto que en el resto de los
peces los maximos fueron medidos a las 6 horas post ingesta oscilando entre 105y 117 mg
N soluble/g N ingerido x Kg de pez.

5.2.3. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

La excrecion de amonio disuelto observada en el presente experimento comienza a
aumentar inmediatamente después de la ingestion del alimento por los peces, tal como
mostraron entre otros autores, BRETT y ZALA (1975), KAUSHIK y OLIVA TELES
(1985) y KAUSHIK (1990). Los resultados obtenidos para la produccién de DA estan en
concordancia con aquellos previamente determinados para esta misma especie (PORTER et
al., 1987) y para salmén sockeye (BRETT y ZALA, 1975). En ambos casos se obtuvo un
marcado incremento en la produccion de DA entre las 4 y 4.5 h después de la ingestion del
alimento. '

. El retraso encontrado en la aparicion de los picos de excrecion de amonio observado en
los peces alimentados con las dietas que contenian proteinas vegetales, pudiera estar
relacionado con un mayor tiempo requerido para la digestion, absorciéon y metabolismo de
las proteinas vegetales en relacién a la proteina de pescado.
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Todo ello pudiera estar de acuerdo con el incremento en el contenido en carbohidratos
dificilmente digestibles en las dietas a medida que aumenta el nivel de inclusion de estas dos
materias primas vegetales en el pienso, los cuales pueden afectar a la digestion del alimento
(KROGDAHL, 1989).

En todos los casos, la relacion N ingerido: N-NH," excretado mostrd valores de
alrededor del 30%, lo cual esta de acuerdo con los valores determinados por PORTER et al.
(1987), con la excepcidn de los valores extremos determinados para los peces alimentados
con las dietas control y S20, siendo menor en el primer caso y mayor en el segundo. Segin
KAUSHIK y OLIVA TELES (1985) las disminuciones en la tasa de excrecién de amonio
para la dieta control podrian relacionarse con aumentos en la energia y carbohidratos
digestibles en la misma.

La excrecién total de DA, calculado a partir de los valores obtenidos durante un periodo
de 8 h, fue aproximadamente un 40% mas alto en los peces alimentados con el tratamiento
S30 que en aquellos alimentados con el control, sugiriendo una mayor desaminacién de la
proteina dietaria para los niveles de sustitucion més altos del harina de soja. Esto podria estar
relacionado con la menor, aunque no significativa, deposicién proteica (PPV) encontrada
para estas dietas en los ensayos anteriores.

Por otro lado, se pudo establecer una correlacion negativa (-0,829) y significativa
(p<0,05) entre la excrecién N-NH," y la digestibilidad aparente de las proteinas, determinadas
en el experimento previo de utilizacion digestiva de las dietas, para todos los peces
alimentados con los piensos que incluian tanto harina de soja como harina de altramuz (Fig.
29). Sin embargo, no se pudieron encontrar diferencias significativas cuando se comparé
entre ambos tipos de proteinas.

Esta correlacion negativa encontrada entre las digestibilidades de los piensos que
incluyeron tanto harina de soja como harina de altramuz, con las excreciones de amonio
derivadas de su utilizacion, pudiera estar relacionada con el hecho de que el alimento una vez
digerido y absorbido sea bien utilizado a nivel metabolico, lo que se traduciria en una baja
tasa de catabolismo de las proteinas incluidas en dichas dietas.
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Todo ello refleja una vez mas los resultados de experimentos anteriores segiin los cuales
sustituciones de hasta un 30% del harina de pescado por harinas tanto de soja como de
altramuz, en piensos para esta especie, no den lugar a deficiencias o desequilibrios
aminoacidicos pronunciados segun se mostré en la Tabla 10. Como se mostrd en la
int1:oducci6n, el valor biologico de una proteina varia con su digestibilidad y composicién en
aminoacidos, de tal forma que deficiencias en alguno de los aminoacidos dan lugar
normalmente una mala utilizacion de la proteina dietaria, reduciendo consecuentemente el
crecimiento y la eficacia alimenticia (MING, 1985; ANDERSON et al., 1992). En este
sentido CAULTON (1978), menciona que la cantidad de N excretada como amoniaco por
la tilapia depende en gran medida de la cantidad de proteina asimilada durante la
alimentacion.

Teniendo en cuenta todos estos resultados, y de acuerdo con GARCIA et al. (1981),
quienes demostraron la posibilidad de emplear la excrecién de amonio como indice de la
proporcidn de proteina empleada para biosintesis o como fuente de energia por los peces, lo
que es en definitiva un indicador de la calidad, se podria concluir que en cualquier caso, los
resultados de excrecion N-NH,", indican que la utilizacion de la proteina de pescado parece
ser mucho mejor que cualquiera de las otras fuentes proteicas alternativas ensayadas en ¢l
presente experimento, aunque para sustituciones no muy altas de las mismas en las dietas, no
se ;pudo observar un efecto significativamente negativo sobre la utilizacion nutritiva del
alimento por los peces.
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3.3. EXPERIMENTO 8. GLUTEN Y CARNE. '
S.3.1. CONDICIONES EXPERIMENTALES.

Para la realizacion de este experimento se utilizaron dos tanques por tratamiento
albergando doradas de 34 a 37 g de peso medio inicial en grupos de 25 peces por tanque,
siendo éstos provistos de un flujo continuo (6 /min) de agua de mar cuya temperatura oscilo
entre 22.0+0.5°C. Los valores medios de pH y O, durante el periodo experimental fueron de
6.8 y 7.7 mg/l respectivamente.

La rutina de toma de muestras y el analisis de las mismas se ﬂevaron a cabo segun se
detalld en los Apdos. 2.3.3. y 2.7., respectivamente. Las medidas de amonio disuelto se
llevaron a cabo en muestras del agua de los tanques después de alimentar a los peces
normalmente a primera hora de la mafiana con las dietas experimentales cuya formulacién y
composicion se muestran en la Tabla 34. Se tomaron muestras de agua cada dos horas,
durante un periodo de 12 horas. El muestreo se realizd en tres dias alternativos a lo largo
de los 22 dias que dur6 el ensayo.

$.3.2. RESULTADOS.

La Figura 30 muestra la evolucién de la excrecion de amonio disuelto para los peces
alimentados con los diferentes tratamientos éxpen'mentales. En primer lugar se observa que
tanto los peces alimentados con harina de gluten de maiz, como los alimentados con harina
de carne y huesos presentaron modelos de excrecion diferentes de los obtenidos con ia
alimentacion exclusiva con harina de pescado. En general se observaron dos claros picos de
excrecion a las 4 y 8 h para los piensos que incluyeron fuentes de proteina alternativa,
mientras que con el control esos picos aparecian aproximadamente a las 6 y 10 h después de
la ingesta. Cabe destacar que aunque las diferencias no fueron significativas, los niveles de
excrecion de amonio de los peces alimentados con dietas que contenian gluten de maiz fue
en general superior a los de aquellos alimentados con harina de carne y huesos para los
mismos niveles de sustitucion.

(1) Parte de los resultados del presente experimento han sido presentados en el Il Intern. Symp. on Nutritional Strategies &
Management of Aquaculture Waste, April, 24-27, 1994, Aalborg, Denmark.
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Fig. 30. Evolucién de la excrecién de N-NH4* de los peces alimentados
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EVALUACION METABOLICA

La Figura 31 muestra la concentracion acumulada de N-NH,* alcanzada en los tanques
a lo largo de un periodo de 12 h. Con el fin de comparar los niveles de excrecion en peces
alimentados con diferente cantidad de proteina, los datos se refirieron a N ingerido en
gramos. Las cantidades de N-NH," en el agua después de este tiempo variaron entre 255 y
363 mg N/kg pez y g N ingerido. Aunque todos los valores de excrecion de N-NH,*
obtenidos de los peces alimentados con fuentes de proteina alternativas a la harina de pescado
son superiores a las obtenidas con la dieta control, s6lo pudieron ser establecidas diferencias
significativas cuando se compar6 la excrecion obtenida por los peces alimentados con los
niveles mas altos de sustitucion de ambas fuentes proteicas (G40 y M40), con respecto del
resto de los tratamientos incluido el control (Tabla 42).

Tabla 42. Excrecion de nitrogeno soluble por gramo de nitrégeno ingerido por Kg de pez, para los
peces alimentados con las dietas experimentales de harinas de gluten de maiz y came y
huesos, a las 12 horas post ingesta.

C G20 G30 G40  M20 M30 M40

N soluble/g N ingerido 225+51* 288+26® 268+6° 364+2° 29338 306+40° 334+8°

5.3.3. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Comparando los resultados obtenidos por PORTER et al. (1987), quienes trabajaron con
la misma talla y especie de peces, se observa que en aquel caso los valores mostrados para
la excrecion de N-NH," fueron de 1.5 a 1.8 veces menores a los obtenidos en el presente
experimento. Estas diferencias pudieran estar relacionadas con menores niveles de N
ingerido, ya que en aquél trabajo no se hace mencidn alguna acerca de este dato.

Por otro lado, la influencia de la calidad de la proteina sobre los picos de excrecion
amoniacal resulta evidente a partir de la Fig. 30.
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EVALUACION METABOLICA

Aligual que en el experimento anterior con harinas de soja y de altramuz fue obtenido
un modelo de "dos picos" para las excreciones de N-NH,". El primer pico, obtenido 4 horas
después de la ingestion del alimento, se corresponderia con aquel descrito para otras especies
de peces como salmén sockeye (BRETT y ZALA, 1975), trucha aco iris (KAUSHIK y
OLIVA TELES, 1985; KAUSHIK, 1990) o dorada (PORTER et al., 1987). Por otro lado,
cuando se alimenta a los peces con dos tomas al dia diferentes autores, como KAUSHIK
(1980) en trucha arco iris y RAMNARINE et al. (1987) en bacalao, han encontrado también
el modelo de "dos picos" observado en el presente experimento.

ECHEVARRIA et al. (1993), trabajando con doradas encontraron ademas que la
excrecion postpandrial era bifasica, con picos a las 2 y a las 6-8 h. En dicha experiencia, los
peces sin alimentar durante un periodo de 24 y 48 h mostraron los picos a las mismas horas
pero con una intensidad mucho menor, lo cual seglin esos autores sugiere la existencia de un
ritmo biolégico en la excrecidén de amonio. En este sentido la excrecion de amonio en truchas
de 100 g fue de 12.4 pg/g peso fresco/h a 12°C, densidad de 4 kg/m3 y alimentacion 1.2%
con una dieta comercial conteniendo aproximadamente 47% de proteina cruda. Las mismas
truchas excretaron 4.6 pg/g peso fresco/h de amonio en condiciones de no alimentaciéon
(BERGERO et al., 1993).

Alimentar a los peces a la misma hora todos los dias puede promover una conducta
anticipada en los peces que les hace "prepararse" para recibir el alimento. Esto explicaria el
porqué aun en ausencia de alimento, la mayoria de los ritmos digestivos y metabdlicos
continuan oscilando como en condiciones previas al suministro del alimento. De hecho se
observo una mayor ingesta en la segunda toma que en la primera, lo cual podria estar
relacionado con la mayor intensidad observada en los segundos picos.

En la Tabla 17 se muestra el perfil teorico de aminoacidos de cada una de las dietas
ensayadas en este experimento. En ella se observa que la composicion en amino4cidos de las
dietas con un 30% de sustitucion, tanto para el gluten como para la carne, es intermedia entre
las que tienen un 20% y un 40% de sustitucion, las cuales muestran niveles comparativamente
menores 0 mayores de algunos aminoacidos esenciales con respecto a las necesidades para
esta especie. Todo ello concuerda con la Tabla 19, en la que los valores mas altos de
excrecion se tienen para los niveles de sustitucion del 40% para ambos grupos de dietas, y
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EVALUACION METABOLICA

también con los valores de utilizacion proteica encontrados en el experimento previo de
engorde, en el que los valores mayores observados, aunque sin diferencias significativas con
respecto del resto de las dietas dentro del mismo grupo, se obtuvieron para los tratamientos
que incluyeron un 30% de sustitucion (G30 y M30).
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6. CONCLUSIONES GENERALES.

1-

4.~

Se confirma la pobre disponibilidad de los carbohidratos de la harina de soja por la
disminucion de la digestibilidad de los mismos con el incremento de este ingrediente
vegetal en el pienso, provocando una menor deposicion de glucégeno a nivel histolégico
en higado y una disminucion del contenido en lipidos en musculo.

Se confirma la baja disponibildad del fosforo presente en la harina de soja por una
reduccion de la beta-oxidacion de los acidos grasos y de la gluconeogénesis, que
ocasiona la aparicion de acimulos grasos y reduccion de la deposicic')n de glucoégeno en
el tejido hepatico a elevados niveles de inclusion de esta harina. Por ello la adicion de
fosforo inorgéanico en la dieta con mayor nivel de sustitucion por harina de soja
disminuye los acimulos de grasa en el tejido hepatico y reduce el contenido de lipidos
en el musculo, por una activacion de las rutas de beta-oxidacién de los acidos grasos y
gluconeogénesis en dicho tejido.

No se observé un efecto significativo de la adicion de zinc o fitasas en las dietas con un
nivel de sustitucion del 30% de la proteina de pescado por proteina de soja.

Se demuestra la desfavorable composicion de acidos grasos de la harina de soja en
relacion con el elevado contenido en acido linolénico escasamente utilizado por los
peces marinos y que contribuiria a la degeneracion grasa del higado. Asi la sustitucién
de los lipidos de la soja por aceite de pescado, pobre en acido linoléico, corrigio
completamente las alteraciones histologicas en el higado, incrementando la deposicion
de lipidos en el misculo mediante la estimulacion del transporte extrahepatico de los
lipidos.

La evaluacién nutritiva demuestra que €l nivel maximo de inclusion de harina de soja en
piensos para engorde de dorada se situa en torno al 20% del peso seco de la formula.
Niveles superiores determinan la presencia de acimulos grasos anormales en el higado

. de los peces.
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7.-

9.-

Las harinas de altramuz y gluten de maiz pueden ser utilizadas como ingredientes
proteicos en piensos para engorde de dorada a niveles que representan hasta un 30% de
la proteina de la formula. Si se excede esta proporcion, a pesar de mantenerse el
crecimiento dentro de valores aceptables, se intensifican los procesos de desaminacion
indicativos de un peor uso metabdlico de la proteina y que determinan una mayor
eliminacién al medio de N amoniacal.

Los contradictorios resultados encontrados en los diferentes ensayos de evaluacion
nutritiva de la harina de carne y huesos ponen de manifiesto que en conjunto se trata
de una materia prima de mediana calidad aunque su proteina presenta un excelente perfil
aminoacidico. Elevados niveles de esta harina en ¢l pienso produjeron focos necréticos
y otras alteraciones hepaticas. Si existen condicionantes favorables a su utilizacion se

" recomienda que su nivel en la formula no represente mas de un 20% de la proteina total.

El empleo en los piensos para dorada de algunos de los ingredientes ensayados puede
presentar un interés comercial evidente; los aspectos mas destacables serfan los
siguientes:

- La utilizacién de harina de gluten de maiz determina la apariciéon de una llamativa
coloraciéon amarillo-anaranjada a nivel de opérculos y aletas, rasgo que podria
repercutir positivamente en su comercializacion.

- Si se emplean piensos con soja, la adicién de P disminuye el contenido graso del
musculo en un 25%, en tanto que la adicion de acidos grasos n-3 lo aumenta en un
50%.
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Anexo L. Andlisis de la fraccién grasa (% del total de 4cidos grasos) de la harina de altramuz y de la

harina de soja.

Acidos grasos ' Harina de altramuz Harina de soja
12:0 - -
14:0 0.13 -
14:1 - -
15:0 0.08 -
16:0 13.30 10.42
16:1n-7 0.51 -
16:1n-5 0.06 -
16:4n-1 - 1.95
17:0 0.08 -
17:1 - -
18:0 - 3.07
18:0 1s0 - -
18:1n-9 49.63 14.15
18:1n-7 - -
18:1n-5 0.14 -

. 18:2n-9 0.13 -
19:0 - -
18:2n-6 19.10 39.35

' 18:3n-9 - -
18:3n-6 - -
20:0 - -
18:3n-3 532 7.89
18:4n-3 - -
18:4n-1 - -
20:1n-11 - -
20:1n-9 - -
20:1n-7 341 -
20:2n-9 - -
20:2n-6 0.22 -
20:30-6 , - -
20:4n-6 - -
20:3n-3 - -
20:4n-3 - -
20:5n-3 - -
22:0 2.75 -
22:1n-11 - -
22:1n-9 1.86 -
22:1n-7 1.22 -

+ 22:4n-9 . 0.13 -
22:5n-6 - -
22:4n-3 - -

" 22:5n-3 - -
22:6n-3 - -
¥ Saturados 15.09 13.48
¥ Monoenoicos 55.80 1.95
¥ n-3 532 7.89
¥ n-6 19.37 39.88
¥ n-3 HUFA 0.00 0.00
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Anexo . Anilisis de la fraccion grasa (% del total de acidos grasos) de la harina de sardina, aceite
de sardina y EPA utilizados en los exps. de soja y altramuz.

Acidos grases Harina de sardina  Aceite de sardina EPA
12:0 0.35 0.16 0.32
14:0 11.86 9.08 8.76
14:1 - 0.15 0.55
15:0 0.70 0.48 0.37
16:0 30.05 20.35 9.89
16:1n-7 10.73 10.04 11.44
16:1n-5 0.23 0.18 0.36
16:4n-1 - - -
17:0 1.63 1.58 0.15
17:1 1.82 1.83 1.50
18:.0 2.35 2.58 4.01
18:0 iso 3.98 3.26 0.62
18:1n-9 7.50 8.98 7.67
18:1n-7 2.81 2.79 2.73
18:1n-5 - - -
18:2n-9 - - 0.32
19:0 0.51 0.37 0.16
18:2n-6 0.99 0.90 1.55
18:3n-9 0.39 0.51 0.35
18:30-6 0.23 0.29 0.28
20:0 - 0.22 -
18:3n-3 0.45 0.56 1.11
18:4n-3 2.29 3.09 523
18:4n-1 0.25 0.32 0.36
20:1n-11 - - 1.68
20:1n-9 0.98 1.92 0.84
20:1n-7 - - -
20:2n-9 0.40 0.44 -

., 20:2n-6 - 0.10 0.13
20:3n-6 - - 0.13
20:4n-6 0.70 0.77 0.69
20:3n-3 - - -
20:4n-3 0.48 0.78 1.03
20:5n-3 841 14.58 21.62
22:0 - - -
22:1n-11 0.47 1.39 1.10
22:1n-9 - 0.28 0.17
22:1n-7 - - -
22:4n-9 0.35 0.68 0.68
22:5n-6 - - -
22:4n-3 - 0.08 -
22:5n-3 0.67 1.32 1.75
22:6n-3 5.36 5.35 7.46
¥ Saturados 5143 38.08 24.20
¥ Monoenoicos 24.79 27.98 28.40
Y n-3 17.66 25.76 38.20
¥ 06 9.62 12.81 10.03
¥ n-3 HUFA 14.92 22.11 31.86
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