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ABSTRACT

COMPARISON OF NITROGEN CONTENTS OF EUROPEAN SEABASS
(Dicentrarchus labrax) FAECES COLLECTED BY DISSECTION AN
DECANTATION METHODS

The present work is part of a long-term study aimed to asses the environmental impact
of an off-shore cage farm for the on-growing of gilthead seabream (Sparus aurata) and
seabass (D. Labrax). The study implies a nutritional approach, including estimations of
feed comsuption, fish nutrient retention and excretion.

The aim of this experiment was to check the usefulness of dissection as a method to
collect seabass faeces in order to determinate the apparent digestibility of Nitrogen
(ADCy), in comparison with the decantation method, like a method widely used for
digestibitity studies.

The results of faeces nitrogen content obtained by dissection showed a progressive
decrease along the gut with significantly different values in the posterior intestine.
The ADC,, values obtained with faeces collected by decantation and dissection were
compared and their differences discussed.

Key words: Aquaculture, nutrition, seabass, faeces, environmental impact, nitrogen.

RESUMEN

Este trabajo es parte de un estudio de impacto ambiental que se estd realizando en un
sistema de jaulas flotantes para engorde de lubina (D. labrax) y dorada (Sparus aurata). H
estudio se realiza desde un punto de vista nutricional, incluyendo estimaciones del alimento
consumido, la retencién y excrecién de nutrientes por los peces.

El objetivo de este experimento fue el determinar la conveniencia del uso de la técnica de
diseccidn en la determinacién de digestibilidad de nutrientes en lubinas, por comparacién
con la técnica de decantacién como método ampliamente utilizado en este tipo de estudios.

Los resultados de composicién de heces obtenidas por diseccién mostraron una disminucion
progresiva en e contenido de nitrégeno conforme avanzan hacia el intestino posterior,
encontrandose valores significativamente més bajos a partir de la valvula fleo-cecal. Se
compararon y analizaron las diferencias entre la digestibilidad del nitrégeno obtenida a partir
de las heces recogidas en esta porcién del intestino y las obtenidas por decantacion.

Palabras clave: Acuicultura, nutricién, lubina, heces, impacto ambiental, nitr6geno.
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INTRODUCCION

El estudio de la composicidn de las heces tiene interés en cuanto que sirve como base
del célculo de los coeficientes de digestibilidad aparente (ADC) de los nutrientes que
los peces han ingerido en el pienso. De esta manera se obtiene informacién acerca de
la utilizacion por los peces de los nutrientes contenidos en dichos ingredientes y por lo
tanto, sobre la formulacién de un pienso.

Por otro lado, el problema del impacto ambiental de la acuicultura es debido
fundamentalmente a la descarga al medio de nutrientes, especialmente Nitrégeno y
Fosforo , procedentes del alimento no ingerido y de la excrecién de los peces, tanto en
forma de heces sélidas como de elementos en disolucién, principalmente amonio, que
se eliminan a través de las branquias. Por estas razones, una aproximacién al impacto
ambiental es la cuantificacién de la cantidad de N que los peces excretan al medio,
tanto en forma de heces como en forma de elementos solubles.

Estudios realizados por diferentes autores avalan la afirmacién que el Nitrégeno es un
elemento esencial en la dieta de los peces (Ketola, 1975; Ogino et al. 1979; Watanabe
et al., 1980) y debe aparecer en el pienso en unas dosis suficientes de acuerdo a los
requerimientos de la especie. Sin embargo, dosis mayores de este nutriente se
eliminarian al medio en diferentes formas (Wallin y Hakanson, 1991), lo que podria
producir una hipernutrificacién del ambiente y la consiguiente eutrofizacién que
puede causar serios problemas, tanto al medio circundante como a la propia
produccién (Beveridge, 1987). De ahi el interés por la investigacién relativa a la
digestibilidad y excrecién de este nutriente por los peces.

El presente trabajo estd incluido en un proyecto que actualmente se estd realizando y
cuyo objetivo es el estudio de impacto ambiental de una instalacién de jaulas flotantes
para lubina y dorada . Por lo que se aborda el estudio de las heces, en cuanto que
suponen una descarga al medio de distintos nutrientes, de esta manera el balance de
masas (o ciclo de nutrientes en la granja) podria ser calculado teéricamente por
diferencia (Gowen et al.,,1991). Se pretendia recoger heces de los peces que se
cultivan en las jaulas. Se tuvo que utilizar un método alternativo de recogida de heces
ante la imposibilidad de utilizar el método de decantacién, ampliamente utilizado para
este tipo de estudio por dos motivos: las instalaciones de tanques para dicho sistema
no podrian albergar peces del tamafio de los que hay en las jaulas y la empresa utiliza
piensos comerciales en una cantidad notable, con lo cual se hacfa imposible la
inclusion de un marcador inerte. Como marcador interno se decidié el uso de las
cenizas insolubles en 4cido (CIA) por su uso en estudios similares (Wilson, 1992;
Ferndndez y col., 1996; Kabir y col., 1998) y por la simplicidad de la técnica.

Por otro lado, los métodos de recoleccion fecal han supuesto un importante problema
técnico en cuanto a la precisién de los resultados obtenidos. El desarrolio de un buen
ndmero de diferentes métodos con este objetivo estd en relacién con el hecho de que
las heces en exposicién al agua pueden sufrir una disolucién de los elementos que
contienen sobreestimdndose los coeficientes de digestibilidad aparente de los mismos.
Una cuidadosa selecciéon del método mas apropiado puede mejorar la exactitud y
precisidn de los resultados obtenidos.

El objetivo del trabajo consistié en comparar los resultados de composicién de heces

obtenidas mediante los métodos de decantacién y diseccién en dos piensos
comerciales para lubina uno pelletizado y otro extrusionado.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé una experiencia preliminar con el objetivo seleccionar el tramo del intestino
adecuado para la toma de muestras. Para ello se utilizaron peces con un peso medio
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inicial de 29.44 g y se colocaron en tanques cilindricos de fibra de vidrio con 4.000 | de
capacidad. Tras un periodo de aclimatacion de una semana, fueron alimentados con
pienso comercial e idéntica frecuencia alimenticia que en el experimento principal.
Posteriormente los peces fueron sacrificados con sobredosis de anestésico y sus
digestivos extraidos completamente para obtener heces por diseccion.

Para ello se subdividi6 el intestino en cuatro partes. Las tres primeras correspondian al
intestino anterior (intentando que las subdivisiones de las regiones intestinales tuvieran
longitud similar) y la Gltima al intestino posterior (Fig. 1). A continuacién se recogieron
los contenidos intestinales por diseccién de cada uno de estos tramos, con sumo
cuidado para que no hubiera mezcla de las heces de una zona con las de otra, para lo
cual los tramos fueron aislados anudéndolos con hilo de sutura,

FIG. 1. Digestivo de lubina extraido completamente por diseccién.

Las heces asi recogidas de cada una de las cuatro zonas fueron analizadas por
triplicado formando un “pool” con las heces extraidas de la misma zona para distintos
peces. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla I,

TABLA L- Contenido en Nitrégeno (N) de heces obtenidas por diseccién en distintas
zonas del intestino de lubinas. En las casillas se indican las medias de los datos +/- la
desviacion estandar; en la misma fila los valores que no se han consignado con igual
letradifieren significativamente segin el test de Tukey en un intervalo de confianza del
95%.

Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4

Nitrogeno (%) TA24/-0.09a 668 +-0.18b  S5.04+/-066¢ 4354/ 0.12¢

Estos datos estan de acuerdo con los reportados por Fernandez et al. (1996) para
dorada. De acuerdo con estos resultados, se dedujo que la absorcién del N ya habia
terminado en el intestino posterior e incluso en la parte final del intestino anterior, pero

para mayor sequridad, decidimos recoger las muestras de heces para su analisis
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exclusivamente de la zana posteror det intestino (cona 4), después de la vilvula ileo-
reclal, conlo que se evilaria lambién una posible contaminacion de las muestras.

Posteriormente se realizé el experimento principal que tuvo una duracién de un mes y
fue realizado en tres tanques disefiados a partir del sistema Guelph con una serie de
modificaciones encaminadas a disminuir la rotura de las heces por manipulacién y por
lo lanto, el lavado de los componentes fecales (Robaina et al., 1995) (Fig. 2).

FIG. 2. Detalle de las columnas de decantacion en :0s tangues para recogida de heces.

Se distribuyeron al azar 30 peces por tangue con un peso medio de 35.53 g . La
alimentacion se realizé con una dieta comerciai, suministrada manualmente hasta
saciedad aparente en dos tomas diarias ( 8.00 y 12.00 horas) y seis dias a la semana.
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Tras la aclimatacién a los tanques se recogieron diariamente heces en las columnas de
decantacién hasta que se obtuvo la cantidad de muestra suficiente para los andlisis a
realizar.

Una vez finalizada la recogida de las heces por este método, se continud su
alimentacién de idéntica manera hasta el momento en que se sacrificaron la mitad de
los peces con sobredosis de anestésico, recogiéndose sus heces por diseccién de la
zona antes indicada.

Se continué el experimento con los peces restantes que eran alimentados con al misma
periodicidad, pero en este caso con una dieta comercial extruida. Tras la adaptacién al
nuevo pienso, se recogieron diariamente heces en las columnas de decantacién hasta
que se obtuvo la cantidad de muestra suficiente para los anélisis a realizar. Como en el
caso anterior, una vez finalizada la recogida de heces por este método, se sacrificaron
los peces restantes con sobredosis de anestésico y se colectaron sus heces por diseccién
de la zona antes indicada.

Las heces obtenidas por decantacién se centrifugaron durante 20 min a 10.000 rpm,
se desechandose el sobrenadante, siendo el remanente pesado y liofilizado. En el caso
de las obtenidas por diseccién sélo fueron liofilizadas. En ambos casos se conservaron a
-80° hasta el momento de los andlisis. Previamente a la realizacién de! analisis las
heces fueron tamizadas para eliminar las posibles escamas.

Las heces obtenidas por el método de decantacion se analizaron por triplicado y las
recogidas por diseccion por duplicado, debido a limitaciones en la cantidad de muestra
obtenida, para calcular el porcentaje de Nitrégeno mediante la técnica Kjeldhal
(AOAC,1985).

La cantidad de cenizas insolubles en &cido (CIA) se cuantificé mediante la técnica de
Yiman (1989) que se basa en el uso de este pardmetro como marcador bioldgico
interno que permite calcular los ADC sin tener que afiadir un marcador inerte a la dieta
y repeletizarla, con lo que se pueden utilizar piensos comerciales tal cual, lo que resulta
mas sencillo y econémico. Los ADC del Nitrégeno se calcularon mediante la férmula:

ADC (%) =100- (100 x N en heces (%) / N en dieta (%) x AlA en dieta (%)/ AlA en
dieta )

Los resultados de digestibilidad obtenidos se sometieron a analisis de varianza de una
entrada (ANOVA), y se compararon las diferencias entre medias con el test de Tukey en
un intervalo de confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

La cantidad de heces que se recogieron por el método de decantacién se encuentra
dentro de unos valores similares a los que Cho et al. (1982) indican como normal. La
cantidad de heces recogidas por diseccién fue la suficiente para lievar a cabo los
analisis anteriormente indicados.

Los resultados en cuanto a los ADC obtenidos en base a los datos de las cenizas
insolubles en acido se muestran en la Tabla Il.
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TABLA 1. Resultado de Coeficientes de digestibilidad aparente (ADC) de Nitrégeno
calculados a partir de heces recogidas por decantacién y diseccién para los dos tipos
de pienso. En las casillas se indican las medias de los datos +/- la desviacién estédndar;
tanto en las columnas como en las filas los valores que no se han consignado con igual
letra difieren significativamente segtn el test de Tukey en un intervalo de confianza del
95%; a b ¢ indica diferencias significativas (P< 0.05) entre dietas en una columna. X Y
Z indica diferencias significativas (P< 0.05) entre los métodos de recogida de heces en
una fila.

ADC NITROGENO  PIENSO PELLETIZADO PIENSO EXTRUIDO
DECANTACION 87.15+/-0.39  aX 61.32+/-0.76 bZ
DISECCION 43.32 +/-1.69 cY 50.61 +/-0.93 cZ

El coeficiente de digestibilidad aparente del Nitrégeno difiere significativamente entre
las dos dietas cuando se calcula en las heces recogidas por decantacién, mientras que
no es asi cuando las heces se recogen por diseccion.

Si se comparan los datos con respecto al método de recogida de heces se observa que
los resultados difieren significativamente en las dos dietas. El ADC del N obtenido para
las heces conseguidas en los tanques de decantacién fecal son significativamente
mayores que los correspondientes a heces provinentes de diseccién.

Ambos métodos de recoleccidn fecal tienen sus problemas. En cuanto al uso habitual
de la diseccién para la obtencién de heces, somos conscientes que la diseccién plantea
el problema econémico de pérdida de un buen ntimero de ejemplares. Ademas un
factor que influye directamente en la exactitud de los datos cuando las heces son
recogidas por diseccién es la posibilidad de contaminacién con mucus o tejido
intestinal. Por otro lado, es posible que se extraiga material parcialmente digerido si la
absorcién de nutrientes se realiza también en el intestino posterior, como apuntan
Gauthier y Landis (1972) y Georgopoulou et al. (1985). Ademas el uso de anestésicos
puede afectar a los movimientos peristélticos del intestino. Todos estos factores pueden
infravalorar el ADC en cuanto a la verdadera capacidad de absorcién del intestino.
Thonney (1981) apunta que los niveles de AlA en dietas de peces pueden ser
insuficientes para llevar a cabo analisis precisos. Asimismo, Atkinson et al. (1984)
informan que algunos marcadores internos pueden ser digeridos o absorbidos, o tener
una velocidad diferente a la de la digesta en el paso a través del tracto intestinal
(Wetherbee and Gruber, 1993), con lo que los resultados son a menudo
contradictorios (Owens y Hanson, 1992).

En lo que se refiere a la decantacidn, es evidente que la permanencia de las heces
durante un ndmero determinado de horas en la columna de agua puede producir la
solubilizacién y pérdida de algunos nutrientes, con lo que se sobreestimaria los valores
de ADC. Cho et al. (1985) hacen hincapié en que el porcentaje de solubilizacién se
minimiza cuando las heces estdn en agua sin turbulencias, como es el caso del sistema
de Guelph. Por otro lado, esta solubilizacién puede depender de la composicién de los
piensos, cuyos ingredientes pueden influir en la mayor o menor consistencia de las
heces.

La sobreestimacién de los ADC ha sido apuntada por otros autores como Morales
(1993) con truchas (Onkorhynchus mykiss), aunque en este caso las heces fueron
recogidas por presion abdominal; Windell y col.(1978) también obtuvieron resultados
similares en cuanto a los valores de proteinas en heces recogidas por diseccién sin
contacto con agua, y luego sometidos a permanencia en agua, en la trucha arcoiris
(Salmo gairdner)); Tacon y Rodrigues (1984) también obtuvieron valores
significativamente menores usando CIA frente a los obtenido usando éxido crémico o
fibra. Sin embargo, difieren de los obtenidos por Storebakken et al. (1998) para salmén
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(Salmo salar) que no encontraron diferencias en el ADC del N en heces recogidas por
distintos métodos; Kabir et al. (1998) encontraron mayores ADC al usar CIA frente a
otros marcadores.

La combinacién de todos estos factores podrian explicar las diferencias encontradas al
compara los ADC en heces obtenidas por los dos métodos.

Ante la contradiccién observada, tanto en los resultados obtenidos como los aportados
por la bibliografia, no podemos definirnos con respecto al uso de estas técnicas en el
proyecto que se estd llevando a cabo. Futuros estudios encaminados a evaluar la
digestibilidad de distintos elementos, ingredientes o dietas, podrfan minimizar el error
inherente a la metodologia de recoleccién de heces para calcular los ADC, usando
distintas técnicas o calculando la disolucién de los nutrientes de las heces mediante
experimentos paralelos que permitan aplicar un determinado factor de correccidn.
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