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1. OBJETIVOS DEL PROYECTO

El aumento de la explotacidn intensiva de animdéesarne y leche, el desarrollo de
la produccién piscicola, y la prohibicion de incliiarinas de carne en los piensos de
animales, han creado una fuerte demanda de haripastado, como fuente de proteinas de
alto valor bioldgico. Por otra parte, la sobreeigot@dn de los caladeros y degradaciéon del
medio marino han provocado una disminucién enddyccion de esta materia prima.

La sustitucién por fuentes proteicas de origen ta@dlo es posible en parte debido a
la baja proporcién de proteina.

Diversos investigadores estan tratando de soluci@badéficit proteico en la
acuicultura, considerando que los insectos puatgar jun papel fundamental en la nutricién
de los peces.

El objetivo de este proyecto es intentar cuantifices variaciones en el estrés
oxidativo en el intestino y masculo de ejemplarestithpia del Nilo Qreochromis nilotica)
por ingesta de diferentes dietas constituidas dendhade insectos, como andlisis
complementario a la busqueda de un pienso alteopdira la alimentacion piscicola.

Las dietas de los peces estaran repartidas ematasientos diferentes para evaluar la
diferencia que estas dietas producen en el estidgativo, que son las siguientes:

1.- Control o dieta a base de harina de pescado.
2.- Pienso basado en harina de Tenebrio.

3.- Pienso basado en harina de Tenebrio y acelermaja.

Concretamente, el pienso control esta constitpimloharina de pescado, harina de
soja y aceite de pescado, principalmente. En elspiele insectos, se mantiene la misma
cantidad de harina de soja, pero la harina de tealale tenebrio queda sustituida
completamente por harina y aceite de pescado.timaitlieta se formula afiadiendo aceite de
borraja para equiparar el perfil de acidos gradasharina de pescado.

A su vez y como alternativa a la harina de pescsgldan elaborado otros tres
tratamientos para comprobar el efecto de la sogituparcial de harina de pescado por
harina de soja. Las composiciones son las sigusente

1.- Pienso basado en harina de pescado y harisgjale
2.- Pienso basado en harina de pescado y harimaefo.

3.- Pienso basado en harina de pescado, harir@gadg lsarina de insecto.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. BIOLOGIA DE LA ESPECIE

El grupo de peces conocido como “tilapi@réochromis sp.esta formado por un
total de 60 especies de las cuales s6lo 10 sopadiiis en alimentacién humana. Todas estas
especies son originarias de los lagos y rios deaifropical y Oriente Proximo. En concreto,
la especie utilizada para este proyecto es lai@ildgl Nilo Oreochromis nilotica

2.1.1. Héabitat

Las tilapias, en sentido amplio, son peces eurbslies decir, soportan un amplio
rango de contenido en sal del agua, siendo camicesvir en medios dulces y salobres,
aungue no toleran los cambios bruscos de salinRlaidello, dentro de sus areas originales de
distribucion, las tilapias han colonizado habitatsly diversos: arroyos permanentes y
temporales, rios anchos y profundos o con rapithggs profundos, lagos pantanosos,
lagunas de aguas dulces, salobres o saladasnak;adistuarios, lagunas costeras e incluso
habitats marinos. En todos ellos las tilapias nmaaspreferencia, por lo general, hacia las
aguas de corriente lenta, permaneciendo en zor@s gofundas y cercanas a las orillas
donde desarrollan su ciclo vital.

El rango natural de temperatura en estas areds estie los 20-30°C, siendo de 24°
a 29° C la temperatura Optima para la reproduceddmque pueden soportar temperaturas
inferiores, el mero hecho de que se produzcan dsssey fluctuaciones en la misma origina
disfunciones metabdlicas que se traducen, por égerap un incremento de la vulnerabilidad
de la especie ante las enfermedades, una redumtiéhéxito reproductivo y la ralentizacion
del crecimiento. De hecho, temperaturas infericaed5°C provocan la muerte de los
ejemplares en corto plazo de tiempo y, a 8°C, larteuesulta inmediata.

2.1.2. Anatomia y morfologia

El cuerpo de la tilapia es compacto y discoidakmeente alargado. Presenta un solo
orificio nasal a cada lado de la cabeza, que simealtaneamente como entrada y salida de la
cavidad nasal. La boca es protractil, generalmantha, a menudo bordeada por labios
gruesos; las mandibulas presentan dientes conienslgunas ocasiones incisivos.

Para su locomocion poseen aletas pares e impaeslétas pares las constituyen las
pectorales y las ventrales; las impares estan cestgsl por las aletas dorsales, la caudal y la
anal. La parte anterior de la aleta dorsal y apat@ta, consta de varias espinas y la parte
terminal de radios suaves, disponiendo sus aletaslés en forma de cresta.

La aleta caudal es redonda, trunca y raramentadarComo en todos los peces, esta
aleta le sirve para mantener el equilibrio del poedurante la natacion y al lanzarse en el
agua.
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Figura 2.1.1. Anatomia de la tilapia (Saavedra Martinez, 2006).

En cuanto a su morfologia interna, el sistema tligesle la tilapia se inicia en la
boca, presentando en su interior dientes mandisi(gue pueden ser unicuspides, bicuspides
y tricispides segun las diferentes especies) yragmton el es6fago y el estbmago.

Figura 2.1.2.:Ejemplar de tilapia mostrando su intestino largoacteristica de
un pez herbivoro. Fuente: (S.M, 2006).
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El intestino es en forma de tubo que se adelgaziaués del piloro diferenciandose en
dos partes; una anterior, corta, que correspondeaeno, y una posterior mas larga aunque
de menor diametro. El intestino es siete veces lar§® que la longitud total del cuerpo,
caracteristica que predomina en las especies beasi{igura 2.1.2.).

Presenta dos glandulas importantes asociadas ¢t digestivo: el higado, que es
un organo grande y de estructura alargada, y @reas, en forma de pequefios fragmentos
redondos y dificiles de observar por estar inclsiém la grasa que rodea a los ciegos
piléricos.

El sistema circulatorio esta impulsado por un cémageneralmente bilocular y de
forma redonda, compuesto por tejido muscular yliwaao casi en la base de la garganta.

La respiracion es branquial, estando estas estasctoonstituidas por laminillas
delgadas alojadas en la cavidad opercular.

Posee una vejiga natatoria que se localiza innsedette bajo la columna dorsal y
que tiene forma de bolsa alargada, la cual funcommao un 6rgano hidrostatico que ayuda al
pez para flotar a diferentes profundidades.

El sistema excretor esta constituido por un ridénforma ovoide que presenta un
solo glomérulo; unos uréteres secretan en la vgjiggta descarga a su vez en la cloaca.

2.1.3. Alimentacion

El géneroOreochromisse clasifica como Omnivoro, por presentar mayeerdidad
en los alimentos que ingiere.

En su medio natural la tilapia se alimenta de mtanclarvas de insectos y plantas
acuaticas y ademas se considera un filtrador,ugaat| pasar el agua por las branquias, las
particulas de plancton quedan atrapadas en un noueusecreta las branquias formando un
bolo que es deglutido. Esto, junto con el largudsdigestivo, un pH estomacal cercano a 2 y
las placas de dientes faringeos que actian comiailiosl con las materias vegetales, hacen
que la tilapia use de manera muy eficiente la alta@on natural pudiendo digerir entre el
30-60% de la proteina del alga.

Se cultivan numerosas especies e hibridos de dilagmn diferentes habitos
alimenticios, aunque todas aceptan el alimentdicati Entre las especies cultivadas
destacan:Oreochromis aureugjue consumen zooplancton, fitoplancton y organssmiel
fondo; Oreochromis mossambicuks cuales durante su fase larvaria se alimesdén de
zooplancton y en su estado adulto se alimentan @slei fitoplancton. Una de las especies
mas cultivadas de tilapia €@reochromis niloticugjue se alimenta de zooplancton durante la
fase larvaria. Los adultos comen zooplancton, fogton, insectos y otros organismos del
fondo. Los adultos délapia rendalli comen plantas acuéticas, insectos, algas y aloment
procesado mientras que las larvas sélo comen ampla Las larvas délapia zilli se
alimentan de zooplancton mientras que los adubbosea fitoplancton, hojas, tallos, plantas
acuaticas con raiz y alimento artificial (Nicovk&007).

En cuanto a la alimentacién artificial, hasta hac®s afios, los piensos que se
empleaban para alimentar tilapias contenian niwsegroteina del 40% o superiores, ya que
se consideraba que era necesaria una alta coraéntoe proteinas para la alimentacion de
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los reproductores. Pero los ultimos experimentacan que los piensos de engorde que
contienen 25-32% de proteina bruta son los adesugwa suplir las necesidades
nutricionales de los reproductores, incluso sedmaastrado que niveles de proteina elevados
(>40%) no otorgan ninguna ventaja especifica emitérs de crecimiento de los
reproductores, y disminuyen la frecuencia de puestaeles de contenido del 10% de
proteina bruta aumentan el intervalo entre pugstaducen el nimero de huevos por desove,
mientras que reproductores alimentados con un 2b-82 proteina reacondicionan sus
ovarios mas rapidamente y permiten un mayor numeguestas.

De este modo se recomiendan los siguientes nidel@soteina recogidos en la tabla:

Peso promedio (g) | Tasa de alimentacion| % Proteina en la dieta
(% biomasa/dia) (% biomasa/dia)
<lab 30-7 50-35
5a?20 6-4 40-32
20 a 100 4-3 35-28
100 a 200 3-2 32-25
200 a 800 2-1,0 32-25

Tabla 2.1.1.:Valores de proteina en dieta recomendados patdtislo de la tilapia
Fuente: (Alicorp,S.A, 2006).

Al establecer el balance proteico hay que buscageilibrio entre las necesidades de
crecimiento y el coste econdmico que supone suepéste es un factor importante, sobre
todo si se considera que los gastos de alimentacipanen un 50-60% de los gastos totales
de produccién. Las proteinas actian como fuentardeoacidos esenciales, los cuales deben
guardar unas proporciones similares a las qudisgareen la tabla 2.1.2.

Porcentajes en la

Aminoacidos dieta
Arginina 4,2
Histidina 1,7
Isoleucina 3,1
Leucina 3,4
Lisina 51
Cisteina 3,2
Tirosina 5,7
Treonina 3,6

Triptofano 1

Valina 2,8

Total PC en dieta 25-50

Tabla 2.1.2.:Porcentajes de los aminoéacidos en la dieta.
Fuente: (Alicorp S.A, 2006).
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Una dieta equilibrada para la tilapia debe contener contenido en lipidos
compensado con la concentracién de proteinas sstraiti@s en el alimento. Asi, para unos
niveles de proteinas propuestos (32-25%) se recalae niveles de 3-4% de grasas
poliinsaturadas livianas y facilmente asimilablbteaidas a partir de un 0,5 a 1% de omega 3
y un 1% de omega 6.

Por su parte, los carbohidratos deben alcanzarlesivdel 40%. Existen otros
compuestos que es necesario incluir en la dietaldebque la tilapia no los sintetiza, o si lo
hace, no alcanzan la proporcién Optima para obtehenaximo rendimiento en cultivo.
Dentro de estos compuestos destacan las vitangoastienen una funcién en clave en el
metabolismo. La tilapia en concreto requiere ehfrey 15 vitaminas diferentes y aunque el
nivel de las mismas depende en gran medida deld#aoultivo, los valores generales se
muestran en la tabla 2.1.3.

Nivel en la dieta
Vitamina (mg/KQ)
Tiamina 0,1
Riboflavina 3,5
Piredoxina 0,5
Acido pantoténico 3-5
Niacina 6-10
Biotina 0-0,5
Acido folico 0-0,05
Cianocobalaming 0,01
Inositol 300
Colina 400
Acido ascorbico 50
Retinol 500
Vitamina D 200
Vitamina E 10
Vitamina K 0-1

Tabla 2.1.3.:Requerimientos vitaminicos en la dieta de lai@ap
Fuente: (Alicorp, S.A, 2006).

Otros compuestos necesarios en la dieta de laatiegn los minerales que estan
implicados en los procesos de intercambio de sadgslos de formacion de estructuras 0seas
y escamas. Su proporcidn genérica se recoge ahléa.1.4.
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Requerimiento en la
Mineral dieta (g/Kg)
Calcio 0
Fosforo 5-10
Magnesio 0,5-0,7
Potasio 2,0
Hierro 30
Manganeso 2,4
Cobre 50
Selenio 0,1
Cromo 1,0

Tabla 2.1.4.: Aporte recomendado de minerales en dieta panatalacde la tilapia
Fuente: Alicorp S.A, 2006.

Tomando en consideracion los contenidos antericnenunciados, se recomienda
utilizar un alimento peletizado y extruido ya quadgjas al proceso de extrusion que consiste
en la coccién parcial (a temperatura y presionrotadas) de los ingredientes, se aumenta la
digestibilidad de pienso y los pellets reducen edpeérdicio por parte de los animales y
mantienen el valor nutritivo del alimento en el aglurante mas tiempo (ECONIMA, 2010).

En definitiva, la mayor capacidad de utilizaciGgestiva de los alimentos de origen
vegetal y la menor dependencia de la harina deagesgue tiene esta especie, abre un amplio
espectro de subproductos que se pueden utilizer @imentacion de este pez y que pueden
suponer un abaratamiento sensible en la alimemtacio

2.1.4. Mercado

La tilapia ©reochromis sp, antiguamente se producia y consumia en Afriéaig,
pero con el tiempo se fue extendiendo por otrosgsaiasta ocupar un lugar importante en los
primeros puestos de especies acuicultivadas enradon

Haciendo un rapido repaso del mercado internacideda tilapia, en la Conferencia
sobre tilapia celebrada en Kuala Lumpur en agosto 2007, se puso de manifiesto que la
produccion de esta especie es probable que alt@ndemillones de toneladas en un futuro
cercano, superando incluso la produccion del salddésupeit, 2007). La cantidad de tilapia
gue se comercializa mundialmente hoy es todaviagieq aproximadamente el 10%, siendo
EE.UU. el mercado mundial principal.

Efecto de la harina de insectos sobre el estrés oxidativo en diferentes érganos de tilapia
(Oreochromis nilotica) 11



Europa tuvo un significativo aumento de sus immiotees de tilapia de Taiwan (su
principal abastecedor), Indonesia, Tailandia, Chwviatnam, Malasia, EEUU, Costa Rica,
Jamaica, y recientemente, Zimbabwe (filetes fréscpsUganda. Desde 1996, las
importaciones europeas procedentes de Taiwangooecde 889 TM a 3.711 TM. La mayor
parte de estas importaciones consistieron endilepngelada (Vannuccini, 2007).

El precio de los filetes del tilapia fresca es chidoble de los congelados. Los paises
Iberoamericanos dominan este mercado, su proxinatlatercado americano es una ventaja
qgue reduce los costos de embarque. En los prinsggtes meses de 2007, las importaciones
aumentaron por encima del 16% del mismo period200& (Josupeit, 2007).

A pesar de todo esto, en Espafia se encuentrpracticamente sin explotar salvo en
zonas como Malaga o Mallorca. Existen ciertos hmiiés técnicos, de mercado y ecoldgicos
para el cultivo de estas especies en nuestro péisicamente, la cria de tilapia requiere de
unas temperaturas muy altas, lo cual obliga a depde sistemas para calentar el agua en las
instalaciones. Por otro lado, la falta de un piesspecifico para ella hace que sea el propio
productor el encargado de disefiarlo. Desde el pdetaista comercial, no existe realmente
un mercado de la tilapia en Espafia, tendria queetincon un gran namero de especies y
variedades autéctonas. Otro factor en contra dedutir esta especie en Espafia es su
caracter foraneo, pudiendo llegar a comportarseocona especie invasora si alcanzase un
ecosistema nuevo.

2.1.5. Justificacion del empleo de tilapia. Oportuades de la tilapia en Almeria

Son varios los motivos que sustentan la eleccidoladigapia del Nilo como especie
para llevar a cabo este estudio. En primer lugadpdjue se trata de una especie omnivora
gue ingiere plantas e insectos en su habitat Hapgemite probar la eficacia de diversas
materias primas incorporadas en los piensos gseré suministrados. Ademas de esto, se
trata de una especie con una gran capacidad deaaiepa ambientes muy diversos, lo cual
hace posible su cria en una extensa variedad tensis, es muy resistente a enfermedades y
Su supervivencia en jaulas es muy alta.

Centrandonos en el caso de Almeria, al tratarseirde provincia con una gran
actividad agricola en sistemas intensivos, disgtenen importante nimero de balsas de riego
para abastecer los cultivos, asi como de un efecisistema de gestion de calidad del agua.
Esta situacion sirve de aliciente para que divelisaas de investigacion traten de combinar
el cultivo bajo plastico con la cria de tilapias les balsas de riego. Como ejemplo en
Andalucia, la Fundacion Tecnova (IPac, 2009) actaate esta trabajando en el disefio de
estructuras que permitan la produccion de tilapianeernadero, ya que el calentamiento
producido por el plastico permite mantener el aguaa temperatura superior a 20°C durante
todo el afio sin necesidad de emplear estufas (Vac2010). Otra forma de sacar partido de
la tilapia en Almeria seria producir peces en lasnras balsas de riego. Esto acarrearia
muchas ventajas para los agricultores, ya queldpidi se alimentaria de las algas que
pudieran proliferar sobre la superficie del agumapidiendo asi que hongos fitopatdgenos
como Phytiumy Phytophthorase asentasen sobre dicha cubierta. Otro argumefatmade
esta practica es que los peces aportarian margdaioa y amonio al agua de riego, lo que
permitiria reducir la cantidad de fertilizantes drorados al sustrato. Segun estudios
realizados en México sobre la cria de tilapia stesias rurales, el tiempo necesario para que
los peces alcancen la talla comercial (180g) €36déias si se parte de organismos juveniles
de 509 de peso (Vega-Villasante, F et al, 2010).
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Los sistemas de policultivo de produccion agrigokcuicola se vienen practicando
desde hace siglos en diversas partes del munda:(8kina, Indonesia, Malasia, Taiwlandia,
Filipinas...), Africa (Egipto, Senegal, Zambia, Maedagar, Malawi...), Estado Unidos,
Australia e, incluso, Europa (concretamente, elia)taEn la gran mayoria de los casos, las
producciones eran arroz y carpas o tilapias, piendd al engorde de los peces en pequefios
estanques durante la época de barbecho o aprodeciramdaciones. Estos sistemas eran
empleados principalmente por familias de agricekogue obtenian de los peces una fuente
adicional de alimento y de ingresos (Halwart, M pdddugu, V.G., 2006), aunque si se
enfocase a una escala mayor, la cria de pecesneposade cultivo podria satisfacer la
demanda de pescado a nivel local.

Aungue actualmente no existen estudios de mercadb tdapia en Almeria, se podria
animar a su consumo mediante unas técnicas de aoespaopiadas, tales como la promocion
de un pescado ecoldgico o de un producto facibdaar, ya que sus filetes se pueden vender
como congelados, en forma de varitas rebozadadusmen precocinados.
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2.2.PROTEINA EN LA ALIMENTACION DE LOS PECES

En la dieta para los peces, la proteina es el coemte que mas interés y problematica
provoca. El dato mas llamativo en la formulacion rdeiones, es que las necesidades
proteicas de los peces para un maximo crecimiemt@goporcionalmente mayores que las de
los vertebrados terrestres, lo que puede llevareasgyr que los peces tienen un
aprovechamiento deficiente de proteina. Sin embaig® sigue comparando ambos tipos de
dieta, se puede apreciar que los peces requierermemor aporte energético para
mantenimiento y crecimiento. De este modo, lo gueu principio apuntaba a unas altas
necesidades de proteina se corresponde en reabdadna baja necesidad de energia y por
ello, en consecuencia, el contenido proteico radatie la dieta es mas alto en peces que en
otros vertebrados de interés econémico.

Asi pues, podemos definir “necesidad proteica” céanminima cantidad de proteina
requerida para conseguir un maximo crecimientoh®icecesidad es en realidad la suma de
las necesidades de aminoacidos esenciales y naiassnque constituyen un patron
especifico cualitativa y cuantitativamente adecuadma sintesis proteica eficaz. De forma
simultdnea a intentar optimizar la sintesis de ginais, se debe procurar minimizar el
catabolismo de los aminoacidos para la obtenciéendegia. Para esto, hay que procurar que
el balance proteina/energia (P/E) esté siempreran fa un valor Optimo para cada especie
aportando unas cantidades precisas de glucidpgipsi

Segun los estudios realizados por Tacon y Cowe85)190s peces no aprovechan
bien los glucidos como fuente de energia. Este chexsh aln mas patente en especies
carnivoras (Furuichi y Yone, 1980) en comparacion el uso de lipidos y proteinas. No
obstante, la demanda de glucosa de algunos tdjatmsaconsejable incluir un cierto nivel de
glucidos en la dieta como un mecanismo para ahpradeina. Por su lado, los lipidos en la
dieta de los peces conllevan una mejora de las @saconversion de alimento y de las
reservas de proteina para crecimiento (de la Higeeal., 1977) y reducen, paralelamente, la
excrecion de amoniaco y el consumo de oxigeno (@thet Aitken, 1970).

Al igual que otros muchos monogastricos, los paugieren alimento hasta saciar sus
necesidades caloricas, lo cual supone que unaatietena baja relacion P/E puede hacer que
el pez deje de comer antes de que las necesidagestdina del pez hayan sido cubiertas. El
caso contrario tampoco es deseable, ya que unanraon un alto cociente P/E supone un
derroche de proteina y de capital. Lo ideal, patataes conseguir un equilibrio adecuado
entre proteina y energia, procurando al mismo teeoybrir las necesidades de aminoacidos
esenciales, glucidos y acidos grasos esenciales.

Metabolismo de las proteinas

Como ya se ha mencionado, los peces poseen umaaidagh extraordinaria para
obtener energia a partir de los aminoacidos en amon con otros vertebrados. El
catabolismo de una proteina supone romper el epkatédico que une el grupo amina con el
resto del péptido. EI amoniaco resultante, trassamge de transformaciones, pasa a urea y
ésta es excretada al exterior mediante la orinaelEoaso de los peces, el proceso de
expulsion del amoniaco es mas sencillo: a travdasibranquias, se libera al exterior rapida
y continuamente del 60 al 80% de los residuos gemados (Castello, 1993), obteniendo
mayor energia de esta forma al no producirse gasta formacion de la urea.
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2.3.SITUACION ACTUAL Y LIMITACIONES DE LA HARINA DE PES CADO

Tradicionalmente, la materia prima que ha conskituel mayor aporte de proteina en
los piensos ha sido la harina de pescado, ya gseepuertas caracteristicas que ponen de
manifiesto su extraordinaria calidad nutritiva:

» Su contenido en proteina es superior al 60% enriaakeca.

» Alta digestibilidad de la proteina.

* Su aporte de aminoacidos esenciales y no esencaisace las necesidades de los
peces y garantiza una optima sintesis proteica.

 Cubre las necesidades de &cidos grasos de los, pespscialmente, de los
poliinsaturados.

» Alto contenido en proteinas del tipo B.

» Aporta gran cantidad de minerales, especialmedséoro asimilable.

« Tienen una buena palatabilidad para los pecesuas®tp un adecuado nivel de
ingesta.

Sin embargo, el proceso de elaboracion de harinpedeado implica unos costes muy
elevados, de manera que, hablando en términos éitery para producir 1kg de pez
carnivoro o de crustaceo en piscifactoria son aeioss3kg de otros tres peces si asumimos
gastos por pesca, elaboracion de harina, transgocte

La crisis a nivel mundial de la harina de pescamlocamenzo realmente hasta los afios 70.
Antes de ese momento, su situacion en el mercatlalda mantenido al alza, con una buena
disponibilidad y precios competitivos. Sin embargosimultaneidad de una serie de factores
en el contexto econdmico global provoc6é un aumeatwsiderable del precio de la harina de
pescado y, con ello, un coste desorbitado en iees las piscifactorias. Para empezar, la
crisis del petrdleo afectd a todos los transpoiteduidos los barcos de pesca, y a toda la
cadena de procesado. El nUmero de capturas emailtse vio mermado tras las restricciones
de muchos paises para pescar en sus aguas Y elgivogambio en las corrientes oceanicas.
Con el tiempo, los caladeros habituales se fuegotaado y paulatinamente se fueron
introduciendo en el mercado especies hasta entadesias para el consumidor y que
tradicionalmente se habian empleado para la falidicade harina de pescado. Este nuevo
destino de la materia prima para elaborar la hafjuao con una mayor demanda del
producto por parte de China, fue el ultimo factoe gprovoco una subida tan acusada de los
precios.

Aunque esta situacion de crisis ya se ha aliviaakiadmte, los productores se alejan cada
vez mas del uso de harina de pescado, ya que depimda pesca para producir pescado en
piscifactorias continda siendo un hecho paradgjicudosamente rentable. Este cambio de
mentalidad le abrié las puertas a la investigagiara buscar nuevas materias primas que,
cumpliendo con los requisitos nutritivos, no hiere$luctuar tanto el precio de los piensos.
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2.4.FUENTES ALTERNATIVAS A LA HARINA DE PESCADO

A la hora de buscar una fuente de proteina aligematla harina de pescado, hay que
tener en cuenta los siguientes criterios (HigueCardenete, 1987):

* Debe contener suficiente proteina como para pagiitsr en gran medida la harina
de pescado sin que ello suponga desequilibrio®blgmas para ajustar la inclusion
del resto de componentes de la racion: lipidogidhs, vitaminas, etc.

* La calidad de la proteina, es decir, su aportendeaacidos esenciales y sus niveles
de digestibilidad, debe ser la apropiada para eapacie.

» Es necesario controlar los procesos tecnolégicosogague deba pasar el alimento y
la manera en que éstos pueden afectar a la disiauibde la proteina.

» Evaluar la posible presencia de factores antidivds, especialmente en las harinas
de origen vegetal.

Proteinas de origen vegetal

Los vegetales suponen un grupo de materias prinigscompetitivas para incluir en
piensos. Su alta productividad, no necesariamégaeld al medio, y el aprovechamiento de
vegetales subproductos de la agricultura, son do®res que han permitido posicionar a
determinadas especies vegetales como principadétusivos de la harina de pescado.

Sin embargo, las fuentes proteicas de origen viegetsentan ciertos inconvenientes.
En primer lugar, su contenido en proteina es fsigivamente inferior al de la harina de
pescado y son deficientes en aminoacidos esenciedgecialmente, lisina y metionina.
Ademas, su palatabilidad es inferior, lo que redatenivel de ingesta, y no son muy
digestibles debido a la presencia de determinaatieres anti-nutritivos. Por otro lado, con la
aplicacion de tratamientos a los componentes viegatia |os piensos se puede incrementar la
palatabilidad y la digestibilidad, asi como mejosar balance aminoacidico adicionando
aminoacidos esenciales y facilitando la dispordaii de éstos.

Las materias vegetales con mayor aptitud para aempsignificativamente a la harina
de pescado son las leguminosas, las oleaginosascophcentrados proteicos procedentes de
subproductos industriales. En cualquier caso, dusmn de productos vegetales en piensos
queda limitada al aporte energético y aporte deepra secundario, esto es, que no suministre
mas 25% de proteina de la racién. En caso contedrayecimiento del pez queda restringido
(Murai, 1992) debido, principalmente, a un mal beéade aminoacidos, baja palatabilidad y
presencia de factores antinutritivos.

Cabe destacar en este apartado la importancia daril@a de soja, pues ha sido la
materia mas estudiada y empleada en alimentac&gicpla. Posee un alto contenido en
proteina y un buen perfil aminoacidico. Todo estaa a un tratamiento adecuado de su
semilla para eliminar factores antinutritivos gaizan una disponibilidad de aminoacidos
suficiente para conseguir un desarrollo acepté@iledemas se suplementa la harina de soja
con aminoacidos, ésta puede ser empleada comoefyeateica mayoritaria en piensos,
llegando a sustituir hasta en un 50% la harinaedeado. Sin embargo, el precio al que se
comercia actualmente la harina de soja se aceligagsamente al de la harina de pescado, lo
cual supone un freno para su uso.
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Otras materias vegetales probadas como fuentesotisinas son la colza (Hilton y
Slinger, 1986), la semilla de algoddn (Anwar et #982) y el gluten de maiz (Moyano et al.,
1992). En todos estos casos, los principales iremieates derivan de lo ya citado
anteriormente: mala digestibilidad por contenetdias antinutritivos, baja palatabilidad y
desbalance de aminoécidos.

Proteinas de organismos unicelulares

Aunque se han empleado muy poco en alimentacidpedes (generalmente, sélo
como aditivo probidtico), los microorganismos uhit@es presentan una serie de ventajas
como fuente de proteinas (Kihlberg, 1972):

» En primer lugar, su contenido en proteina ronddoemo a un 40-70% medido en
masa seca.

e Son capaces de crecer sobre sustratos pobres gjaecdsto como subproductos
industriales.

* En condiciones 6ptimas, presentan una alta veldaéaeproduccion.

» Son capaces de crecer en medios reducidos (colguéaaprovechan bien el espacio)
y controlados.

* Su manipulacion genética es relativamente sentillgue permite modificar su valor
nutritivo.

» Constituyen una fuente importante de vitamina Ciglas grasos esenciales (Kaushik,
1990).

Las mas empleadas hasta ahora han sido, por omeecdnte, las levaduras, las
bacterias y las algas, especialmente importantas @kimas en la alimentacién de larvas de
peces marinos. Sin embargo, se han observado ueadseproblemas en su inclusion en
dietas para peces. Por un lado, se ha observadelcamorte de nitrégeno procedente de
acidos nucleicos produce alteraciones a nivel l@patematologico y hasta acumulaciones
anormales de acido arico (fendmenos descritosusids por Sanchez-Muiiiz et al., 1983).
Ademas de esto, muchas bacterias son deficientesm@moacidos azufrados (Murray y
Marchant, 1986) y la mayoria de ellas requiereruidratamiento especial para romper su
pared celular y poder mejorar su digestibilidad iy y Marchant, 1986).

Visto todo esto, no es de extrafiar que no se caatieen organismos unicelulares como
aporte proteico en piensos.

Proteinas de origen animal

Se elaboran principalmente a base de subpradwsodistintas industrias y no se
emplean en alimentacion humana, por lo que su @resi bastante competitivo. Los
principales tipos estudiados hasta ahora son tres:

. Subproductos de matadero: Harinas de sangre, plhidesizadas, huesos...
Han sido incorporadas a distintos piensos con ivalaasiduidad y, ademas, han sido
sometidas a estrictos controles sanitarios duramte su proceso de produccidon. Pese a su
alto contenido en proteina, algunas de ellas ptasema baja digestibilidad y deficiencias en
aminoacidos esenciales, principalmente, lisina,iongta y triptéfano. Aun asi, se han
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obtenido buenos resultados al realizar sustitusi@@mas de un 50% de harina de pescado
por subproductos avicolas y de matadero en alges@exies carnivoras de peces (Moshen y
Lowell, 1990; Fowler, 1990).

. Harinas de invertebrados: Estas son menos convele®y las conclusiones
derivadas de su inclusion en dietas son muy disgsegin los casos. La abundante poblacion
de krill del Antértico y el Atlantico Norte y logsultados positivos obtenidos en alimentacién
de peces llevaron a muchos a considerar este ceastdmo sustituto perfecto para la harina
de pescado (Shimizu et al., 1990), pero no constitina fuente viable a largo plazo ya que
presenta los mismos inconvenientes que la haringedeado: alta dependencia de la
produccion natural y de la pesca extractiva.

Otro grupo de invertebrados con el que se ha erpatado mucho han sido los
lumbricicos procedentes de granjas de lombricescadas a la produccion de humus. Los
datos resultantes de estos experimentos concluyempaya algunas especies (por ejemplo en
salmon), la sustitucion parcial de harina de pesqaat lombriz promueve el crecimiento
(Akiyama et al., 1984; Stafford y Tacon, 1985; \¢gjaez et al., 1991). Por el contrario, la
harina de lombriz tiene muy baja palatabilidad @i contener factores anti-nutritivos o
contaminantes (Cardenete et al., 1991).

Otra harina de invertebrados que va cobrando irapoid es la de insectos que, por
ser la que atafie a este proyecto, sera desarr@iadan apartado propio de la Revision
Bibliografica.
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2.5.USO DE HARINA DE INSECTOS

La entomofagia practicada por distintas culturadieaersas partes del mundo (Ramos-
Elorduy, J. et al., 1998) llevé a muchos nutricgtas a evaluar sus aportes como alimento. De
todos estos trabajos se concluye que la mayoti@sdasectos analizados poseen, entre otros,
un aporte proteico similar al de la carne. Estdyiesn no parecio aumentar su consumo para
nutricion humana, arrojé nueva luz para la busqued@entes alternativas en acuicultura.

Aunque a nivel global son muy pocos los estudios g1 han centrado en obtener
proteina a partir de harina de insectos, es ddBta@ proyecto de investigacion de la
“Aquaculture and Technology Group Neptune Industgen la Universidad Estatal de
Mississippi que se inicio en abril de 2007. Losasws, llevados a cabo en lubina, son
bastante positivos, ya que en este caso no sevobgdadera preferencia de los peces por la
harina de pescado frente a la de insectos y npreeian diferencias en la apariencia, sabor o
textura entre los peces alimentados con distineagd(Ratliff, 2007).

El estudio de la composicion quimica y el valorritivd de algunos insectos indica
gue contiene una gran proporciéon de proteina (yaedal., 1986; Phelps et al., 1975). En los
paises con un déficit proteico en la alimentaciaména se ha estudiado su valor nutritivo
como fuente de alimento y proteina para los huméneboliart, 1989; Conconi et al., 1984;
Ramos-Elorduy et al., 1998).

Concretamente, Wang et al. (2007) han estudiad@lel nutritivo del saltamontes
Acrida cinerea encontrando que el adulto esta constituido (etemaaseca) principalmente
por: 65,4% de proteina bruta (PB), 8,3% de grag&p&le quitina y 3,5% de cenizas. Otras
especies de insectos analizadas han sido el gribomén Anabrus simplex(58% PB)
(DeFoliart et al., 1982), el grillo doméstichcheta domesticu$62% PB) (Nakagaki y
DeFoliart, 1987), y seis especies de larvas deldgperos (de 49,4% a 58,1% PB) (Landry et
al., 1986). Como puede observarse, aunque estosesaean inferiores a los obtenidos por
Wang et al. (2007) para el saltamontesida cinerea se puede decir que la proporcién de
proteina en estos insectos es similar a la hagr@edcado (aproximadamente un 60% PB).

Por otra parte, Ramos-Elorduy et al. (1998), hdizado 104 especies distintas de
insectos tanto acuaticos como terrestres, perimesi a diez érdenes diferentes, pensando en
su influencia sobre la nutricion humana. El cordenproteico variaba desde el 9,5%
(Myrmecosistus melliggral 77% Melanoplus mexicanlis Mas de 20 especies poseian
niveles superiores al 60% de proteina, y sélo 3@a@ss menos del 50%. En general, las
fases larvarias de los insectos se caracterizart@uener menor proporcion de proteina y
mayor de grasa que los adultos, y asi por ejenipldarva del picudo de la palmera
Rhynchophorus phoenicigresenta un nivel proteico Unicamente del 20,3%rd& et al.,
1999).

También se ha descrito que el contenido de amidoscenas similar al de la harina de
pescado (metionina 1,6%, lisina 0,5% Yy cistein®4),@&s el de la harina del saltamontes
Acrida cinerea(metionina 1,7%, lisina 0,7% vy cisteina 3,8%) (Waet al, 2007). Sin
embargo, el grillo mormén y comun son deficientasneetionina (DeFoliart et al., 1982;
Finke et al., 1985; Nakagaki y DeFoliart, 1987)se ha descrito que seis especies de
lepidépteros son deficientes en los aminoacidoscisles metionina, cisteina y posiblemente
lisina (Landry et al., 1986).
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Segun Ramos-Elorduy et al. (1998), la calidad deplateinas de estos insectos, en
términos de la cantidad de los aminoacidos esesci@le contienen, es muy prometedora.
Destacan los contenidos en lisina, isoleucina, il@icmetionina, cisteina, fenil alanina,
tirosina, treonina y valina, y que son ligeramemééicientes en triptéfano (Conconi, 1993,
Ladron de G. et al, 1995). Estos estudios ponemndsifiesto la heterogeneidad en los
perfiles de aminoacidos entre las distintas espeygi@or tanto, es necesaria una evaluacion
particularizada para poder disefiar raciones eqadds. No parece probable que las harinas
de insectos procedentes de una sola especie putiizarse como Unica fuente de nitrdgeno
en las raciones para peces, pero combinacionesaslemismas podrian superar los
desequilibrios que la literatura apunta para lasmmas, 0 en el peor de los casos, podrian
complementar a otras fuentes de proteina. A nugstio existe potencial suficiente en estas
materias primas para que puedan ser estudiadas foemie prometedora de proteina en las
raciones para peces.

Atendiendo al contenido de grasa de los insectesha descrito que éste varia
ampliamente y, de esta manera, también su conibib@nergética (Cerda et al., 1999). Las
termitas y orugas se encuentran entre los insectognas alto contenido en grasa (Phelps et
al., 1975). Cerda et al. (1999) observaron enrlaldel picudo de la palmeRhynchophorus
phoenicisun alto contenido de grasa (41,7%), y por tantoglevado valor energético (562
Kcal/100 g). Ashiru (1988) midié que el valor cabdr de la orugaAnaphe venataButler
(Nolodontidae) de Nigeria es de 611 Kcal/100 g deopseco. Malaisse y Parent (1980)
informaron un promedio de 457 Kcal/100 g de peso para 23 especies de orugas de Zaire,
con un rango de 397 a 543 Kcal/100 g de peso seco.

En los insectos, el grado de instauracion de laages similar a las procedentes de
aves de corral y a la del pescado, con algunasiespeon contenidos mas altos en acido
linoleico (DeFoliart 1992). Concretamente, Wangle(2007) erAcrida cinereaencontraron
un alto contenido de acidos grasos insaturadosdgielevados los acidos oleico, linoleico y
linolénico, con un contenido del 31,4%, 40,8% y2%,de los &cidos grasos totales,
respectivamente). Por tanto, el contenido totakést®s constituye el 84,4% de los &cidos
grasos, lo que indica que, por ejemplo, el acatsaitamontes podria ser una fuente potencial
de calidad en la industria alimentaria. Ya que algesque estos acidos grasos insaturados
tienen importantes funciones biologicas al poséestes protectores frente a enfermedades
coronarias, hipertension y diabetes (Haglund, 1998)

Con relacién al contenido en quitina, indicaremoe @l contenido (8,7%) en el
saltamonteg\crida cinerea(Wang et al, 2007) al contenido medio en cangrgjoamarones
(Jiang, 2003). Sin embargo, en esos crustaceosuiinay presenta altos grados de
mineralizacion, por lo que los insectos podrian gglizados como una mejor fuente
comercial de quitina.

A escala comercial, son diversas la empresas qrtensde insectos vivos para
alimentacion de mascotas (fundamentalmente reptilEm este sentido, la empresa
norteamericana “Grubco” vende varias especies slecios con la siguiente composicion:
grillos (6,01% lipidos; 21,32 PB; 69.07 % humedddjyas de la harina (12,72% lipidos;
20,27 PB; 62,44 % humedad); polilla de la cera (2ipAdos; 20,27 PB; 61,73 % humedad) y
larvas de mosca (7,81% lipidos; 15,58 PB; 68,181#0ddad).

Aunque son limitados, existen algunos trabajostgurevalorado la harina de insectos
en la alimentacion de diversas especies ganademasn ensayo de alimentacion de Broilers
(una especie de pollo), Wang et al. (2007) observgue su crecimiento no se vio afectado
significativamente cuando se incluia un maximo 8@ g de harina de saltamontes por kg de
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pienso. Estos resultados coinciden con investigasiqrevias sobre broilers (Finke et al.,
1985), que no mostraron diferencias significatiess el aumento de peso, entre pollos
alimentados con una dieta mezcla de maiz-inseckos yalimentados con dietas control.
Nakagaki y DeFoliart (1987) indicaron que la pragé@n “ganancia de peso/alimento”
mejoraba significativamente cuando las dietas dectos se complementaban con metionina
y arginina, a igualdad en la energia metabolizalpioteina bruta.
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2.6.ESTRES OXIDATIVO

2.6.1. indices fisiol6gicos de estrés: estrés oxiva.

Como parametros fisiolégicos indicativos de estras, utiliza la concentracion
plasmatica de glucosa y cortisol. EI aumento ddismrse ha descrito como respuesta
primaria al estrés, incrementandose los nivelesnpiéicos bajo un estimulo estresante. Sin
embargo, en situaciones de estrés cronico la respwaria segun la especie y el factor
estresante (Mormede et al. 2007; Rushen 1991)|gogue no resulta un indicativo muy
exacto de bienestar. En cuanto a la glucosa plasamémo indice de estrés (Pickering,
1998), se usa en combinacion con los niveles desaby otros parametros (Di Marco 2008;
Turnbull et al, 2004).

Actualmente se utilizan indicadores de estrés dixidlaomo indicadores de procesos
de estrés. El estrés oxidativo aparece al romprsguilibrio entre la formacion de radicales
libres y los antioxidantes celulares. Esta sitwagiuede producir dafio y envejecimiento
celular, desencadenar trastornos fisioloégicos yoreser la presentacion de procesos
patologicos. La formacion de radicales libres seseciado a determinados procesos como
detoxificacion, sintesis de mediadores inflamawiiGhihuailaf et al. 2002), en bdévidos a
afecciones asociadas al parto y lactancia, comrefiele la leche o reduccion de la
inmunocompetencia (Miller et al.,, 1993) y en geheituaciones de una gran demanda
energética y plastica no satisfecha (Goff and HA@97). En peces, los estudios del estrés
oxidativo se centran fundamentalmente en el efga® ejercen diferentes contaminantes
sobre los procesos de detoxificacion. Sin embagfjbecho de estar implicado en procesos
inflamatorios, de demanda energética y plastica Isaponer que el equilibrio oxidativo se
pueda afectar bajo diversos estimulos estresgriedo que podrian evaluarse como
indicativos de bienestar.

Los lipidos son una de las principales fuentesm¥gga en peces y son utilizados
como fuente de energia alternativa a la glucospgp &andiciones de estrés, como respuesta
secundaria, se produce un aumento de triglicérydasidos grasos libres plasmaticos. Por
otra parte, se ha descrito que la composiciéon Eosigrasos puede variar con estimulos que
afectan al bienestar como la musica y/o fotoperid@thpoutsoglou et al. 2006) por lo que la
distribucion de grasa vy el perfil lipidico de anlrpadrian considerarse como otro parametro
indicativo de bienestar.

2.6.2. Estrés oxidativo.

Los radicales libres del oxigeno son continuameeteerados en las diferentes vias
metabolicas, son capaces de interactuar con diéeydmomoléculas y provocar dafo celular.
No obstante, los organismos poseen una poderosmtiedidante que protege de los efectos
nocivos de los radicales libres. El estrés oxide#is consecuencia de un desequilibrio entre la
produccion de radicales libres y la capacidad aitamte de un organismo, al romperse este
equilibrio se crea una situacion llamada estrédaiixio, que puede producir dafio celular,
desencadenar trastornos fisioldgicos y favorecerdaentacion de procesos patolégicos (Yu
1994).
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Los radicales libres (RL) cumplen una importantacfGn en variados procesos
homeostéaticos como intermediarios en reaccionexikacion-reduccion (redox) esenciales
para la vida. La destruccion de microorganismosfagocitosis, la sintesis de mediadores
inflamatorios y la detoxificacion constituyen algsn ejemplos relevantes. Las
concentraciones bajas de RL son beneficiosas esmdndispensables; sin embargo, en
cantidades excesivas son toxicos, ya que al oxideleculas biologicas las alteran y
desencadenan trastornos en el metabolismo celditivjell 1997; Larkins 1999; Chow
1979). Los organismos aerdbicos poseen un sisgaetiaidante (AO) protector que limita la
accion nociva de los RL. Este sistema protectorc@@pone de enzimas y nutrientes
esenciales cuya funcion es evitar la formacion decBpturar aquellos que se han formado y
remover o reparar las biomoléculas dafiadas.

La mayoria de los estudios sobre estrés oxidatevohan hecho en mamiferos
enfocados a evaluar las alteraciones que produterste sistema determinados tdxicos, o
como se altera con procesos de inflamacion, angicdancer determinados toxicos y la
eficacia antioxidante de determinados compuestoserbargo, poco estudios se han hecho
en peces y casi todos enfocados al efecto que geoveontaminantes tales como pesticidas,
herbicidas, etc.... muestran que la alteracibnedi#Es oxidativo es una respuesta tipica de
la toxicidad inducida por xenobioticos (Lemaire amdngstone, 1993; Di Giulio et al., 1995;
Sheehan and Power, 1999; Hai et al.,, 1997; Pef@pid.let al., 2003). Sin embargo la
respuesta oxidativa frente a un estrés emocionabrsddo descrita en peces.

Los efectos negativos de la peroxidacion de laddgpson multiples. Este fendmeno
acarrea una destruccion de los elementos labitesr{wna A, E riboflavina, &cido fdlico...) en
los alimentos. En los peces puede provocar diagea® consecuencia de una disminucion
de la actividad de enzimas como la amilasa, limagdpsina. A nivel metabdlico, también
pueden aparecer trastornos que van desde la eseladpatica hasta la inhibicion de ciertas
enzimas del ciclo de los ATC. Sin embargo, lososiids que se encuentran con mayor
frecuencia son una carencia de vitamina E que sdepbiaberse empleado completamente en
las reacciones de destruccion de los radicalesslibBe observa entonces, en particular,
distrofia muscular y lisis de los hematies (GuitheuJ et al., 2004).

2.6.3. ROS (Reactive Oxygen Species).

La formacion de radicales oxidantes queda refle@déa determinacion de los ROS
(Reactive Oxigen Species). Estos compuestos danleti de medir ya que presentan una
vida muy corta y baja concentracion (Sun et al.620No obstante, en todos se describe un
aumento del nivel de éstos cuando se expone adlpalgun contaminante, bien sea aguas
residuales (Sturve et al., 2008) o 2-Chlorophehob (et al., 2006).

La actividad SOD se puede considerar una medideestd del contenido en ROS ya
que la reduccion de los radicales superéxido stcidos por esta enzima, por lo que Palace
et al. (1996) lo establecen como un indicador nialylé de la exposicidn a contaminantes.

En general, contaminantes como 2-Chlorophenol @tual., 2006) o HC Orange No.
1 (Sun et al. 2006) inducen niveles altos de ROS.

Las diferencias entre tejidos pueden ser causaolaap diferentes velocidades de
generacion de radicales libres, pues la actividadlod enzimas clave del metabolismo
oxidativo en cerebro, rifion y branquias@gorinuscarpioy Oreochromis niloticugxpuesto
a contaminantes tales como 2,4-D (2,4-dichlorofgnéxido acetico dimetil amina) y
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zinfosmetil no muestran datos homogéneos, porpeia actividad SOD sélo se afecta en
branquias pero no en higado ni rifidn, mientras lguactividad CAT varia en higado y
branquias de la carpa pero no se afecta en ninggan@ en la tilapia, por el contrario la
actividad GPx afecta al higado de ambas especsgrebro de tilapia y la actividad GST
solo se afecta en el riidbn de ambas especies (@t@n2004). Estos datos junto con los de
otros autores (Radi and Matkovics, 1988; Winstod Bm Giulio, 1991), muestran que la
respuesta antioxdante varia segun el tejido gpa@e de pez. Ahmad et al., (2000) establece
gue tanto la respuesta oxidativa como el potermidloxidante del pez difieren segun
especies, habitat y comportamiento alimentario.

2.6.4. FRAP (Ferric reducing antioxidant power).

Como indicador del status antioxidante de la céddahan determinado los FRAP
(Ferric reducing antioxidant power). En la mayat&&los trabajos realizados en peces la
respuesta oxidativa se determina a través de lotioa de actividad de los enzimas
implicados en el estrés oxidativo, por lo que podarmacion hemos hallado sobre la
capacidad antioxidante total. Los estudios reatiggubr Bagni et al. (2007) muestran que
bajo condiciones estresantes como es hacinamiertes alel sacrificio no produce un
aumento significativo en el poder antioxidante yl@nradicales oxidantes determinados en
musculo de dorada y lubina pero que observan umalaoion positiva entre la produccion de
radicales oxidativos y defensas oxidativas.

La mayoria de las macromoléculas bioldgicas pusdeonxidadas por los RL (Kehrer,
1993; Bandyopadhyay et AL., 1999; Slater, 1984).e3nbargo, las biomoléculas mas labiles
son los lipidos (Cheeseman y Slater, 1984; Hallliw€hirico, 1993) ya que el proceso de
peroxidacion de un acidos graso provoca una cadkeparoxidaciones debido a que el acido
graso se transforma en un RL peroxilo que actuadoamsportador de la reaccion en cadena
ya que ataca a otros acidos grasos e inicia nueaasiones de transicighlalliwell et al.,
1992; Morrisey y O’Brien 1998), los dobles enlacestenidos en la cadena AGP facilitan
este proceso (Halliwell y Chirico, 1993). Los pecdebido a su cantidad de acidos grasos
poli-insaturados son especialmente sensibles ertalacion lipidica.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Mediante esta experiencia llevada a cabo en laalamsones de la universidad, se
busca una fuente proteica alternativa a la harenpa$cado para una especie omnivora, y el
efecto de la dieta sobre el estrés oxidativo coémuhiio con un tratamiento control, sobre
individuos inmaduros de Tilapia del Ni@rechromis niloticus.

La alternativa a la harina de pescado usada fueahde insectos, compuesta a partir
de larvas ddenebrio molitoy cominmente denominado “gusano de la harina”.

Los motivos por los que se eligi6 el tenebrio penear a cabo esta experiencia fueron
basicamente tres:

» Era facil obtener una cantidad suficiente, ya geiec@mercializa en las tiendas de
animales como alimento para aves y mascotas egotica

* Su alimentacion, basada en salvados de cereatgsghe su produccién sea asequible
y susceptible de experimentar crecimientos.

» Es facil aumentar su produccién, pues se conoogesodo de cria.

En este ensayo se analiza la capacidad oxidataatigxidativa total tanto de las dietas
probadas como de los peces. Dichas dietas estanlfatas en la tabla 3.1.1.

Analizaremos por tanto las dietas y animales dealperimentos diferentes, cada uno
con tres tratamientos. Las dietas del experimestnluna dieta control constituida 100% por
harina de pescado, sustitucion 100% de la profdndharina de tenebrio, y una sustituciéon
parcial de la harina de pescado por harina de tienglborraja. Dichas dietas se encapsulan
para evitar el rechazo de la comida por falta databilidad.

A su vez y como alternativa a la harina de pessa&delaboraron otros tratamientos
para comprobar el efecto de la sustitucion padaaharina de pescado por harina de soja, que
constituyen el experimento niumero 2. La primergadile este experimento se elabora con un
50% de harina de pescado y un 50% de harina delsojsegunda dieta se elabora con un
50% de harina de pescado y un 50% de harina detinéenebrio). La tercera dieta es un
conjunto de las dos anteriores y se elabora co2béh de harina de soja, 25% de harina de
pescado y 50% de harina de insecto.
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EXPERIMENTO TRATAMIENTO

100% Harina de pescado + Capsulas

1 100% Harina de insecto + Capsulas

D

(100%Harina de insecto + Borraja) + Capsulas

50% Harina de pescado
50% Harina de soja

50% Harina de pescado
2 50% Harina de insecto

50% Harina de soja
25% Harina de pescado
25% Harina de insecto

Tabla 3.1.1 Esquema del proyecto

Experimento 1: Capsulas

- Pienso Control (PC): Elaborado principalmente @& lsharinas de pescado y soja.

- Pienso Insecto (PI): En este pienso, la harinaedegulo se ha sustituido en un 97,5%
por harina de insecto fabricada con larva3 eleebrio molitor

- Pienso Borraja (PB): Como la inclusidon de aceite bieraja desequilibraba el
contenido proteico de este pienso, se afladié hdersangre.

Experimento 2. Sustitucion:

1.- Pienso basado en harina de pescado y harisajale
2.- Pienso basado en harina de pescado y haringet=o.
3.- Pienso basado en harina de pescado, harirgadg lsarina de insecto.

En la tabla siguiente se ha detallado la compasig@oércentual de los piensos del
experimento de capsulas:
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PI PB
PC CONTROL INSECTO BORRAJA

Cereal 5 8 2

H. insectos 0 51 27

H. soja 35 35 49

H. sangre 0 0 6

H. pescado 40 1 0

A. pescado 15 0 0

A. borraja 0 0 11
Comp.

Vitaminico 5 5 5

Tabla 3.1.2.Composicion (en %) de los diferentes piensos geraxento de capsulas

El objetivo principal en la formulacién de dietas ®btener piensos isoproteicos e
isoenergéticos, basando los calculos de datosidbgede bibliografia y del etiqguetado de los
productos.

Una vez preparados los piensos, se utilizaronaPidéis para cada tratamiento. En un
ensayo anterior, se probd a suministrar a los pests piensos en forma peletizada. Sin
embargo, el alimento fue rechazado por los pedasl@a factores organolépticos. Para evitar
esta situacion, el pienso fue suministrado en dapsle aproximadamente 0,229 y los peces
fueron colocados en compartimentos individualesa pawntabilizar la cantidad total de
alimento ingerida por cada uno. El suministro dasslietas tuvo lugar durante 1 mes, en
dicho periodo se controlé estrictamente la tempeaatlel agua y la hora en la que se
alimento a los peces.

Durante ese mes, a los peces se les ofrecian paslada con los piensos durante 5
minutos, tras los cuales se procedia a retirardokazos. En estos rechazos se incluyeron
tanto las capsulas completas como las mordidasapasnte. Como era imposible saber el
porcentaje del pienso ingerido en las capsulas idesdarcialmente, se tomé como criterio
considerar a las capsulas mordidas como la mitaghe® de una capsula completa. Alun
siendo conscientes del error que esto genera,dsyasios que se comete el mismo error con
los tres piensos, y era necesario, porque tamhiéoduciriamos un error si consideraramos
como “no consumidas” las capsulas mordidas.
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3.2. ANIMALES Y MANTENIMIENTO

Los animales empleados en esta experiencia han tdmjmas de la especie
Oreochromis nilotica suministradas por la empresa Valenciana AcuicaltEstos peces
fueron transportados desde la piscifactoria hdstauario emplazado en las instalaciones de
la Universidad de Almeria.

Una vez en las instalaciones de la universidadpéa®s se mantuvieron durante toda
la experiencia en cubas cilindricas de fibra, d@ #Bos de capacidad, con aireacion
constante, una renovacion de agua de 300 litras/hpren condiciones naturales de
temperatura y fotoperiodo. Sin embargo, si se nuidif concentracion de oxigeno en el
agua, que era insuficiente. Para modificar dichecentracion, se utilizdO un motor que capta
el aire y un sistema de distribucion formado poosutubos de plastico que circulan por
encima de las cubas, y se ramifican introduciéndoseel interior de la cuba, con una
terminacién de corcho para distribuir mejor el aireon un peso para introducirlo hasta el
fondo de la misma. La concentracion de oxigenoa®uwo a un nivel de 7 ppm.

Las cubas que albergaban los peces estaban caseaatte si, y formaban un
circuito cerrado por donde recirculaba el agua @mn@nte del mar. El agua llegaba a un
deposito situado en la parte posterior de la iastah mediante una bomba directamente del
mar, y luego era dirigida por el circuito.

Los tanques estaban conectados entre si formandoauito cerrado (figura 1) por
donde recirculaba el agua, provisto de un compistema de depuracion por filtro de arena,
bioldgico y ultravioleta.

MAR — POZO — DEPOSITO

EQUIPO DE TANQUE DE
FILTRADO <:| EXPANSION
e Filtro de arena
.+ Filtro biolégico | [ CUBAS
* Filtro de

Figura 3.2.1.Esquema del movimiento del agua en el circuito.
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Durante los primeros 30 dias, se administr6 a & un pienso control en forma
peletizada. Mas tarde, se procedié a aportar @stearpienso en capsulas para que los peces
se acostumbraran al consumo de éstas. Tras unssddiadaptacion a las capsulas, se
seleccionaron 27 tilapias y se colocaron en conmpantos de 60L cada uno. Cada
compartimento estaba dividido en tres alojamiero$viduales con capacidad para 20L
cada uno. El circuito de tuberias de estas cubtbaesonectado a un calentador que
mantenia el agua a una temperatura préxima a Ré3. Zada cuba individual fue etiquetada
con la letra de la dieta correspondiente y un nardet 1 al 10 para identificar a cada pez.

La aceptacion del alimento por parte de los peepentle de varias caracteristicas
quimicas, nutricionales y fisica. La aceptaciératimento depende de varias caracteristicas
guimicas, nutricionales vy fisicas. Aparte de latedos puramente fisicos que permitan coger
la particula e ingerirla, tales como el tamaf@gdariencia y la disponibilidad, los principales
criterios de aceptacién del alimento por el peareselacionados con las propiedades
organolépticas del mismo, olor, sabor y texturdl{dag et al. 2001). En algunas fuentes de
proteina de origen animal con buen potencial dei$iin en piensos para peces, como €s la
harina de lombriz, se han detectado sustanciasligognuyen la ingesta (Tacon et al. 1983,
Mackie and Mitchell 1985), en concreto, compuestosio la cafeina y la quinina se ha
comprobado que disminuyen la ingesta en variascespele peces (Mackie and Mitchell
1985; Lamb and Finger 1995). La sustitucion towlalharina y aceite de pescado tiene por
fuerza que afectar a las propiedades organoléptieapienso y, por consiguiente, en la
ingesta de alimento. La encapsulacion de la dietta @ue el pez aprecie las diferentes
propiedades organolépticas y nos permite estutliefieeto nutritivo de esta harina evitando
esta variable.

La estancia de las tilapias en las cubas pequefa®kngd hasta los 32 dias durante
los cuales se llevaron a cabo las siguientes lalzbagias:

a) Alimentacion de forma manual con una sola tomdal d
b) Medida de temperatura.

c) Medida del nivel de amonio en el agua.

d) Recogida de capsulas rechazadas y toma de datos.

Como ya se ha indicado, se realizaron ademas destraas para estimar la masa y la
talla de cada tilapia antes y después del tratdmieon capsulas, tomandose el peso y la
longitud iniciales como referencia para evaluatesarrollo.

En todo momento, los animales han sido tratadasnséigpone el Real Decreto de 10
de octubre de 2005.

Cada dia se tomaba la temperatura del agua y sie taethntidad de comida ingerida
por cada cuba mediante una balanza digital.
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3.3. METODOS ANALITICOS

3.3.1. Determinacién de la composicion de peces igta.

Para la obtencién de los componentes tanto despieamo de las muestras, se tomo
como referencia el método WENDEE.

En laboratorio se analiz6 su composiciéon corpofdDAC 2000) y se obtuvieron
aminogramas y perfiles de &cidos grasos.

Para preparar las muestras (ya sean piensos 0) gees sus correspondientes analisis,
primero se desecaron, los piensos en estufa a yp@CGnaterial animal (tenebrios y peces)
liofilizandolos. A continuacién se homogeneizarorua molino de malla de 1mm.

A continuacion se explica brevemente los métodgsl@ados para la medicion de los
distintos macronutrientes de las muestras:

 Humedad: Las muestras se secaron a estufa a upartara de 105+0,5 °C hasta
peso constante (aproximadamente 24 horas). Addogspusculos de los peces se
sometieron a un proceso de liofilizacion, tal y comemos comentado. Dicho proceso
consiste en congelar la muestra y extraer el aguayblimacion en una camara de
vacio. Este método, aunque mas caro y lento gastlda, permite que se conserven
ciertas caracteristicas nutricionales y organatéptde la muestra.

+ Cenizas: Se obtuvieron incinerando las muestraanehorno mufla a 500°C hasta
peso constante.

* Proteinas: Se determinaron por el método Kjeldahinuestra se mineraliz6 en acido
sulfurico utilizando un mineralizador-digestor Bicformandose sulfato de amonio
gue en exceso de hidréxido de sodio libera amoniaste gas es recogido en una
disolucion trampa elaborada con acido borico, fomode borato de amonio.
Finalmente, este compuesto se valora con aciddhidiico para determinar la
cantidad total de nitrogeno recogido. A dicha aadise le aplica el factor 6,25 para
calcular la proteina bruta de la muestra.

* Aminograma: El contenido de los distintos aminodsiden las muestras se
determinara mediante HPLC. Basicamente, las mestasometeran a hidrdlisis
acida en HCI 6M (20 mg tejido/ml), y tras sucesivilrados y la posterior
derivatizacién, serdn separadas en un cromatogtaf®.resultados se expresaran
como % en peso de cada aminoéacido.

« Extracto etéreo: Se determind mediante una extiaccontinua con éter etilico
siguiendo el método Soxhlet, con un aparato Buchi.

« Acidos grasos: Los distintos acidos grasos presesridas muestras se determinaran
mediante cromatografia de gases, empleando el mé®drolch para la extraccion y
el de Rodriguez-Ruiz para la mutilacion.
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3.3.2. Preparacion de la muestra.

Para el desarrollo de los analisis en el labom@tona vez sacrificadas las tilapias, se
separan por 6rganos y se guardan en pequefas imlséguales con un codigo que designa
al pez y el tratamiento al que ha sido sometideeénigeracion a — 80°C. Para la preparacion
de la muestra para el andlisis, sacamos la mudstraongelador conservandola en frio,
apuntamos el 6rgano, el numero de pez y experimgnfoosteriormente tomamos una
muestra del érgano a analizar de entre 0,1 y @®gs. Afiadimos nueve veces el peso de la
muestra (en proporcién peso/volumen) de tampdnod®benizacion, que en este caso es el
Tris-HCI, 100 mM, pH 7.8 con Trit6K-1000.1% y EDTA (&cido etilen diamino tetracético)
0.1 mM.

A continuacion homogeneizamos la muestra, y seritigyd durante 40 minutos a
16.000 rpm y 4°C. Pasados los 40 minutos, la saxgrppeteamos el sobrenadante.

De este modo, las muestras quedaran preparadasipposterior analisis.

Si no se analiza la muestra en el momento, esspretantenerla en frio y congelarla a
— 80°C hasta el momento de su utilizacién.

Durante la homogenizacién asignamos a cada muastraimero (del 1 al 231), las
pesamos apuntando su peso y el volumen de tamiigndd.

Como podemos ver en la tabla de la leyenda, loandgy estan clasificados por
colores, y ordenados con sus correspondientes n8mgue no son consecutivos porque las
muestras se iban homogeneizando sin orden, debidelieado tratamiento de las mismas
fuera del congelador.

- 1-52

Estomago 98, 144-170, 173-192, 194-200
Musculo 118-143, 201-231
Intestino 60-97, 99-117, 171,172,193

Tabla 3.3.1. Leyenda. Cada 6rgano queda representa@n las graficas por un color, y separados por su
namero correspondiente.

En las siguientes tablas vemos las muestras repaeises con su cédigo de muestra,
namero de identificacion para el andlisis, pesolymen del tampon usado.
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N2 | Muestra | Peso drgano (gr) [ V Tampon (ml) N2 Muestra | Peso 6rgano (gr) V Tampon (ml)
c1 0,47 4,23 1/17 0,5 4,5
c3 0,39 3,51 3/17 0,53 4,77
C4 0,25 2,25 53 -- - --
C5 0,17 1,53 54 -- - --
6 0,43 3,87 55 - - -
c7 0,32 2,88 56 - - -
C8 0,51 4,59 57 -- - --
C9 0,74 6,66 58 -- - --

C10 0,29 2,61 59 - - -
11 0,21 1,89 60 C1 0,2922 2,6298
13 0,15 1,35 61 C3 0,3847 3,4623
15 0,67 6,03 62 C4 0,5947 5,3523
16 0,41 3,69 63 C5 0,9252 8,3268
17 0,38 3,42 64 c6 0,5414 4,8726
18 0,2 1,8 65 C7 0,3323 2,9907
19 0,12 1,08 66 C8 0,9821 8,8389
110 0,47 4,23 67 C9 0,4661 4,1949
B1 0,28 2,52 68 C10 0,4521 4,0689
B3 0,42 3,78 69 Bl 0,4845 4,3605
B4 0,14 1,26 70 B3 0,794 7,146
B5 0,27 2,43 71 B4 0,3775 3,3975
B6 0,22 1,98 72 B6 0,3428 3,0852
B7 0,26 2,34 73 B7 0,5093 4,5837
B8 0,27 2,43 74 B8 0,5841 5,2569
B9 0,15 1,35 75 B9 0,6916 6,2244
2/18 0,36 3,24 76 B10 0,7231 6,5079
2/16 0,6 5,4 77 11 0,481 4,329
3/7 0,28 2,52 78 13 0,5831 5,2479
2/12 0,39 3,51 79 14 0,8648 7,7832
1/7 0,21 1,89 80 15 0,6742 6,0678
2/7 0,48 4,32 81 16 0,7542 6,7878
3/18 0,57 5,13 82 17 0,545 4,905
1/15 0,52 4,68 83 18 0,4582 4,1238
3/14 0,87 7,83 84 19 0,6078 5,4702
1/18 0,41 3,69 85 110 0,7943 7,1487
3/11 0,79 7,11 86 - - -
2/17 0,71 6,39 87 -- -- --
3/15 0,5 4,5 88 - ~ ~
3/3 0,4 3,6 89 - - -
2/11 0,52 4,68 90 1/14 0,4456 4,0104
3/16 0,43 3,87 91 1/18 0,4816 4,3344
1/14 0,21 1,89 92 1/16 0,4075 3,6675
1/3 0,34 3,06 93 2/3 0,3078 2,7702
1/15 0,81 7,29 94 3/18 0,6825 6,1425
2/12 0,45 4,05 95 2/12 0,714 6,426
3/13 0,35 3,15 9% 3/11 0,6486 5,8374
1/11 0,84 7,56 97 2/7 0,8502 7,6518
1/16 0,54 4,86 98 2/3 1,7547 15,7923
2/14 0,44 3,96 99 3/14 0,9538 8,5842
1/12 0,59 531 100 1/15 0,6393 5,7537

Tabla 3.3.2. Muestras del 1 al 100.
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N2 Muestra | Peso érgano (gr) | V Tampdn (ml)
101 2/16 0,9787 8,8083
102 2/18 0,5118 4,6062
103 2/12 1,419 12,771
104 3/17 0,4954 4,4586
105 3/16 0,3937 3,5433
106 1/3 0,8565 7,7085
107 1/17 0,2766 2,4894
108 2/14 1,3568 12,2112
109 3/15 0,3059 2,7531
110 1/12 1,3545 12,1905
111 3/3 1,1999 10,7991
112 2/17 0,737 6,633
113 1/7 0,3294 2,9646
114 1/11 0,8095 7,2855
115 3/7 0,8808 7,9272
116 2/11 0,8601 7,7409
117 2/15 1,1582 10,4238
118 3/7 0,6858 6,1722
119 2/7 0,9777 8,7993
120 2/11 0,5506 4,9554
121 1/11 0,8295 7,4655
122 2/12 0,8079 7,2711
123 2/14 0,7286 6,5574
124 3/16 0,4132 3,7188
125 2/16 0,8848 7,9632
126 1/18 0,4482 4,0338
127 1/17 0,3568 3,2112
128 3/14 1,1501 10,3509
129 1/15 0,4696 4,2264
130 2/17 0,5938 5,3442
131 3/12 0,4533 4,0797
132 1/12 0,6878 6,1902
133 3/3 0,3034 2,7306
134 3/17 0,8075 7,2675
135 1/13 0,6649 5,9841
136 2/15 0,3908 3,5172
137 1/7 0,338 3,042
138 1/16 0,4844 4,3596
139 2/18 0,9498 8,5482
140 2/13 0,674 6,066
141 3/18 0,8336 7,5024
142 3/11 1,4301 12,8709
143 3/15 0,514 4,626
144 2/15 0,2501 2,2509
145 3/16 0,1581 1,4229
146 1/16 0,2116 1,9044
147 1/11 0,2562 2,3058
148 3/17 0,1794 1,6146
149 1/7 0,0695 0,6255
150 3/14 0,2246 2,0214

N2 Muestra | Peso érgano (gr) |V Tampon (ml)
151 2/16 0,172 1,548
152 3/11 0,055 0,495
153 3/15 0,1175 1,0575
154 1/17 0,1156 1,0404
155 3/7 0,08 0,72
156 1/18 0,1993 1,7937
157 2/11 0,1219 1,0971
158 3/18 0,1521 1,3689
159 2/12 0,4132 3,7188
160 3/12 0,303 2,727
161 2/14 0,1024 0,9216
162 1/12 0,2375 2,1375
163 2/17 0,0837 0,7533
164 2/18 0,063 0,567
165 1/3 0,1367 1,2303
166 2/7 0,1241 1,1169
167 3/13 0,3468 3,1212
168 1/14 0,0654 0,5886
169 1/15 0,437 3,933
170 1/14 0,4009 3,6081
171 B5 0,7873 7,0857
172 12 0,5536 4,9824
173 11 0,0745 0,6705
174 17 0,1848 1,6632
175 Cl 0,1234 1,1106
176 B6 0,0935 0,8415
177 C10 0,0733 0,6597
178 C7 0,1095 0,9855
179 13 0,0713 0,6417
180 15 0,12 1,08
181 B5 0,1091 0,9819
182 B3 0,0726 0,6534
183 18 0,0654 0,5886
184 B10 0,0601 0,5409
185 14 0,0796 0,7164
186 c4 0,0731 0,6579
187 B8 0,0502 0,4518
188 Bl 0,0899 0,8091
189 C3 0,0784 0,7056
190 C9 0,0581 0,5229
191 B9 0,0735 0,6615
192 B2 0,1321 1,1889
193 B10 0,3254 2,9286
194 C6 0,1109 0,9981
195 19 0,0969 0,8721
196 16 0,1299 1,1691
197 C8 0,0773 0,6957
198 B7 0,0993 0,8937
199 C5 0,1105 0,9945
200 12 0,0997 0,8973

Tabla 3.3.3. Muestras del 101 al 200.
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Ne Muestra |Peso 6rgano (gr)| V Tampdn (ml)
201 B4 0,4395 3,9555
202 C5 0,6519 5,8671
203 15 0,2086 1,8774
204 11 0,2616 2,3544
205 C10 0,395 3,555
206 C9 0,2347 2,1123
207 16 0,3709 3,3381
208 13 0,3143 2,8287
209 17 0,224 2,016
210 12 0,2595 2,3355
211 C4 0,524 4,716
212 C3 0,3383 3,0447
213 C3 0,2385 2,1465
214 B3 0,5301 4,7709
215 18 0,3205 2,8845
216 14 0,5999 5,3991
217 110 0,4948 4,4532
218 B2 0,3486 3,1374
219 19 0,3678 3,3102
220 C6 0,4603 4,1427
221 B10 0,4253 3,8277
222 B8 0,351 3,159
223 B5 0,3484 3,1356
224 B9 0,2784 2,5056
225 B7 0,4593 4,1337
226 C8 0,3471 3,1239
227 Cc7 0,2862 2,5758
228 Bl 0,3618 3,2562
229 C2 0,3174 2,8566
230 B6 0,4324 3,8916
231 C1 0,3124 2,8116

Tabla 3.3.4. Muestras del 201 al 231.

Las muestras correspondientes a los numeros 585586, 57, 58, 59, 86, 87, 88 y 89
no se registraron porque presentaban un peso ificige para su posterior analisis.
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3.3.3. Marcadores oxidativos:

1.- Método ROS:

Especies reactivas de oxigeno. Se basa en la waoradicales libres perdxidos a una
sustancia cromégena, y se determina la absorbans@® nm, siguiendo el método de lkue
Hayashi et al., 2007.

Para la realizacion del método ROS usamos losesitgs reactivos, y a partir de ellos
prepararemos las soluciones siguientes:

Reactivos:

* N1N-diethy-para-phenylendiamine (DEPPD).
* Sulfato ferroso.

» Perbxido de hidrogeno.

 Tampon acetato de sodio, pH =4,8 y 0,1 M.

Soluciones:

* R1 (Solucion cromogena): el DEPPD se disuelve g&rivDiampon acetato de sodium
(pH = 4,8) para llegar a una concentracion finalde pg/ml.

* R2 (Solucion transiteonmetal ion) el sulfato feaase disuelve en 0,1 M tampon
acetato sodium (pH = 4.8) para lograr una conceidimdinal de 4,37 uM.

» Peroxido de hidrégeno: curva patron (25, 50, 79, 1@5 y 150 mg/l).

* Solucion mixta: R1:R2, proporciéon 1:25.

Cabe destacar que las soluciones R1 y la solucigta mon perecederas con el tiempo,
por lo que cada vez que vayamos a realizar unss&0S hay que preparar estas soluciones
nuevamente, no se pueden conservar los reactivos.

Para determinar las unidades de ROS de una mgesgfuanos el siguiente proceso:

1. Tomamos la muestra homogeneizada segun el métasddtdeanteriormente.

2. Diluimos la muestra con el tampdn Tris-HCI, 100 np¥ 7.8 con Tritdn X-100 0.1%
y EDTA (&cido etilen diamino tetracético) 0.1 mNh, groporcion 1/9.

Introducimos en el microplaca 5ul de la muestraidiél y 140 ul de tampon acetato de
sodio.

Preincubamos durante 5 minutos manteniendo ungetetura de 37° C.

Anadimos 100ul de Tampoén ROS.

Preincubamos 1 minuto manteniendo la temperatGr& &.

Leemos la placa con una longitud de onda de 505com,un periodo de 60 a 180
segundos midiendo las variaciones cada 15 segundos.

w

No ok

Para calcular las unidades ROS tomamos los dattss alesorbancia obtenidos a 505
nm con un analisis cinético. Dichos datos los fansamos en unidades ROS utilizando la
ecuacion de la curva patron, la cual preparamogeadxido de hidrégeno con las siguientes
concentraciones: 1, 5, 10, 20, 50, 75, 100, 128, 185 y 200 mg/I (ver tabla 3.3.5.).
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En el andlisis ROS no tomaremos datos se absogham@cgue es un analisis cinético,
y lo que medimos es el cambio de absorbancia cdierapo, tomando como resultado la
pendiente de la linea resultante de unir los puiiéosis distintas absorbancias con el tiempo.
En concreto hacemos 10 medidas de absorbanciajn@odiferencia entre cada una de ellas
de 49 segundos.

Concentra
cion
(mgl/l) 1 5 10 20 50 75 | 100 | 125 | 150 | 175 | 200

0,115( 0,115/ 0,211 0,300 0,549| 0,842| 1,038 1,280| 1,510| 1,851| 2,181

Max. 0278| 0278 | 5027 | 5565| 1651 | 3005 | 9610| 1484 | 2040 | 5769 | 8181

Slope 3 3 8 9 2 6 4 2 8 9 8

Tabla 3.3.5. Concentraciones de peréxido de hidrége en mg/l y el valor obtenido en el analisis de la
pendiente maxima.

El resultado de superponer todos estos datos egrafico es la curva patron,
representada en la gréfica 3.3.1. Como podemosgrvaste grafico, la linea de tendencia
tiene un R cuadrado de 0.9617, lo que significa lguénea se ajusta bastante bien a los
puntos de la curva y el analisis es muy bueno.

Para transformar los datos de maxima pendientengsi€laran los posteriores analisis
de las muestras en unidades ROS utilizamos la €cude la curva:

Y =0,0117254176 X - 0,03710576

Curva patréon ROS
2,5

Slope

1,5 .
= CUrva patron
/ ROS
1

/ ——Lineal (Curva
> /

patron ROS)
0 T T T T T T T T T 1
/

1 5 10 20 50 75 100 125 150 175 200
0,5 R?=0,9617

Gréfica 3.3.1. Curva patrén ROS
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2.- Método FRAP:

Se determinard el poder antioxidante total, FRARe ®e calcula por el cambio de
absorbancia a 593 nm que produce la reduccionsdi®dmas ferrosas provocado por et-Fe
TPTZ.

Para la realizacion del método FRAP usamos losesitgs reactivos, y a partir de ellos
preparamos las soluciones siguientes:

Reactivos:

e TPTZ: 2,4,6-tri-pyridil-s-triacine.

+ CIH.
e Tampon Acetato pH 3.6.
* FeCl. 6 HO.

Soluciones:

e 300 mmolar/1 Tampon Acetato pH 3.6.

* 10 mmolar/1 TPTZ: 2,4,6-tri-pyridil-s-triacine e@ /nmolar CIH.
e 20 mmolar/1 FeGl 6 H0.

* Frap: 10:1:1 de los reactivos anteriores.

Cabe destacar que la solucion de 10 mmolar/1 TRJZ6-tri-pyridil-s-triacine en 40
mmolar CIH es perecedera con el tiempo, por lo caga vez que vayamos a realizar un
analisis FRAP hay que preparar esta solucion nuentanno se puede conservar el reactivo.

Para determinar las unidades FRAP de una determimagestra usamos el siguiente
procedimiento:

1. Tomamos la muestra homogeneizada segun el métsddtdeanteriormente.

2. Introducimos en el microplaca 250 ul de FRAP yd&gikuero (muestra).

3 Incubar a temperatura ambiente durante 10 minieslimos en el microplacas a
593 nm.

Para calcular las unidades FRAP tomamos los da&ttes absorbancia obtenidos a 593
nm con un analisis normal. Dichos datos los transfmnos en unidades FRAP utilizando la
ecuacion de la curva patron, la cual preparamos FesQ. 7 HO, con las siguientes
concentraciones: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400,
1500, 1600, 1700, 1800 y 1900 pmol/l (ver tabla63)3
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Concentracion (_pmol/l) 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Absorbancia 0,234 | 0,2715 0,3| 0,3305| 0,3485| 0,3935| 0,4215 0,486 | 0,5105| 0,5465
Concentracién (_pmol/l) 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900
Absorbancia 0,5625| 0,7105| 0,7255 0,705 0,742 | 0,7545 0,838 0,842 | 0,9175

Tabla 3.3.6. Concentraciones deeSQ,. 7 H,O umol/l y el valor obtenido en el analisis de la absbancia.

El resultado se superponer todos estos datos egrafico es la curva patrén,
representada en la grafica 3.3.2. Como podemosnveste grafico, la linea de tendencia tiene
un R cuadrado de 0.9836, lo que significa quenkalise ajusta bastante bien a los puntos de
la curva y el andlisis es muy bueno.

Para transformar los datos de absorbancia quearas tbs posteriores andlisis de las
muestras en unidades FRAP utilizamos la ecuacida cerva:

Y =0,038 X + 0,1801

Curva patron FRAP

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5 &= Curva patréon FRAP
0,4
0,3 A —— Lineal (Curva patrén

0,2 FRAP)
0,1

Absorbancia

2 _
100 300 500 700 900 11001300150017001900 N - 09836

Concentracion (umol/l)

Gréfico 4.2.2. Curva patrén FRAP.
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3.- Correlacion entre los datos de los analisis ROSFRAP.

La correlacion entre los datos obtenidos de loiss&OS y FRAP se propone como un
indicador de bienestar, que nos permite distingoire estrés y bienestar, de forma que si la
respuesta antioxidante es proporcional y positiva a liberacibn de ROS, se puede
considerar que el animal goza de un buen estadealde y bienestar. Si la respuesta es
proporcional e intermedia, es decir, ni positivan@gativa, el bienestar del animal no seria el
mas idoneo, debiéndose a un prolongado estaddrés exzidativo. Por ultimo, si la respuesta
es negativa, el animal se encuentra en malas ¢ondg& y sometido a una situacién
estresante continuada (Brambilla et al., 2002 Babierini et al., 2003).

El andlisis de correlacion entre los datos de tagisis ROS y FRAP consiste en elaborar
tablas de doble entradas con los datos obteniddesdanalisis, en las que pondremos en
abscisas los datos correspondientes a los and@esifROS y en ordenadas los datos
correspondientes a los andlisis de FRAP. Las emimrles entre ambos analisis formaran
puntos en la grafica, y esos puntos generaranvazsuna linea de tendencia. Lo que interesa
para esta prueba es ver la direccion que tomanda lfle tendencia. Puede ser hacia arriba
(positiva), horizontal (neutra o intermedia) y l@aabajo (negativa). Si la linea de tendencia
toma la direccion ascendente es un caso favorabéaldd; una direccion horizontal seria un
caso de estado intermedio de estrés, y una lirezeggente un caso en el que el estado del
animal estd mas perjudicado.

En este andlisis los puntos de la grafica no supam@ gran proximidad y ajuste a la
curva, pero lo que nos interesa es solo la indlimague tome la curva, que es lo que nos dara
la informacion.
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3.4. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS.
Los resultados se expresan como la media + laa@@éni estandar de (n) datos.

La valoracion estadistica de los resultados obtsngk ha realizado con ayuda del
programa JMP 702.

El tratamiento estadistico aplicado para compawargidupos de datos, se ha realizado
mediante estadisticas basicas, aplicando el andlesila varianza de una via ANOVA. El
valor del limite significativo para las diferenciesde p < 0,05.
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4. RESULTADOQOS.
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4. RESULTADOS

Para los resultados de la estadistica de los BndéiSROS y FRAP hemos utilizado
unas claves que identifican a cada tratamientqgmxento, para representarlas en cada
figura de los resultados, y que se iran repitiemtimlargo de este apartado. Dichas claves
guedan recogidas en la siguiente tabla:

EXPERIMENTO TRATAMIENTO CLAVE
100% Harina de pescado + Cépsul 100HP
1 100% Harina de insecto + Capsula 100HI
5 . - .
(100%Harina d,e insecto + Borraja) HI + Borraja
Céapsulas
50% Harina de Pescado
50% Harina de soja 50HP-50S
50% Harina de Pescado
2 50% Harina de insecto 50HP-50HI

50% Harina de soja
25% Harina de Pescado 25HI-25HP-50S
25% Harina de insecto

Tabla 4.1. Claves del analisis correspondientes ada tratamiento.

En los marcadores oxidativos se han analizado tastpiensos como las muestras de
pescado (solo intestino y muasculo). Las muestraBaseanalizado comparando el mismo
organo para los tres tratamientos de cada expeal@mgrposteriormente para el mismo
tratamiento se han comparado los dos 6rganos adabz
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4.1. MARCADORES OXIDATIVOS. ANALISIS DE LAS DIETAS.

4.1.1. Método ROS.

En este apartado se muestran los resultados daiafOS realizados a cada una de
las dietas correspondientes a cada tratamientaidades ROS (mg/l). Como podemos ver en
la figura 4.1.1. que corresponde al andlisis deplesasos del primer experimento y en los
resultados expuestos en la tabla 4.1.1., el pielesdll+Borraja es el de mayor valor en
unidades ROS, posteriormente el pienso 100HI yafiono el pienso 100HP.

Andlisis de los piensos. Experimento 1. Método ROS

60

50
=
(@]
g % W100HP
8 30 00HI
% = HI + Borraja
8 20
e
@
T 10
c
)

0 .
Piensos

Figura 4.1.1.Anédlisis ROS de las tres dietas del garimento 1.
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Como podemos ver en la figura 4.1.2. correspongliahtanalisis de los piensos del
segundo experimento y en los resultados expuestds &@bla 4.1.1, el pienso 25HI-25HP-
50S es el de mayor valor en unidades ROS, seg@dpiehso 50HI-50HP y por ultimo el
pienso 50HP-50S.

Andlisis de los piensos. Experimento 2. Método ROS
80
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(o2}
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W 50HP-50S
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m 50HP-50HI
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S

[uny
o
1

o
I

Piensos

Figura 4.1.2.Anédlisis ROS de las tres dietas del garimento 2.

La siguiente figura muestra los resultados de leasps de los dos experimentos en
conjunto. Podemos ver que los resultados del piebstl-25H-50S son mucho mayores en
comparacién con los demas piensos, aunque no tardgrcomparandolos con el pienso
HI+Boraja. El pienso con menos unidades ROS egabp 100HP, con poca diferencia con
el pienso 50HP-50S y 50HP-50HI.

Andlisis de los piensos. Método ROS
80
70
m 100HP
= 60
E: = 100H!
£ 50
m HI + Borraja
8 40
v m 50HP-505
@ 301 m 50HP-50HI
B 20 -
R  25HI-25HP-505
< 10 -
-}
O .
Piensos

Figura 4.1.3.Andlisis ROS de las dietas del experento 1y 2.
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Tratamiento Unidades ROS (mg/l)
. 100HP 8,861
EXpe”lme”to 100HI 33,544
HI + Borraja 51,265
. 50HP-50S 13,291
SXpermento ™ 5orp-50HI 17,088
25HI1-25HP-50S 70,253

Tabla 4.1.1.Analisis ROS de las dietas del experimie 1y 2.

4.1.2. Método FRAP

En este apartado se muestran los resultados ddisu@RAP realizados a cada una de
las dietas correspondientes a cada tratamientaniglades FRAP (umol/l). Como podemos
ver en la figura 4.1.1. correspondiente al anatisidos piensos del primer experimento y en
los resultados expuestos en la tabla 4.1.2., ekpiele HI+Borraja es el de mayor valor en

unidades FRAP, posteriormente el pienso 100HI yaiono el pienso 100HP.

600

Andlisis de los piensos. Experimento 1. Método FRAP

500

400

300

200

100 -

Unidades FRAP (umol/l)

— = 100HP
W 100HI

HI + Borraja

Piensos

Figura 4.1.4. Andlisis FRAP de las tres dietas dekperimento 1.
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Como podemos ver en la figura 4.1.5. correspongliahtanalisis de los piensos del
segundo experimento y en los resultados expuesttstabla 4.1.1, el pienso 50HP-50HI es
el de mayor valor en unidades FRAP, posteriormehgenso 25HI-25HP-50S y por ultimo
el pienso 50HP-50S.

Analisis de los piensos. Experimento 2. Método FRAP
~ 700
=
g 600
=
o 500 W 50HP-505
é 400 B 50HP-50HI
o
@ 300 W 25HI-25HP-505
3
S 200 -
[
D 100 -

0 .

Piensos

Figura 4.1.5. Analisis FRAP de las tres dietas dekperimento 2.

La siguiente figura muestra los resultados de leagos de los dos experimentos en
conjunto. Podemos ver que los resultados de losspge50HP-50HI, HI+Borraja y 25HI-
25H-50S son mayores en comparacion con los dersasqs. El pienso con menos unidades
FRAP es el pienso 100HP, con poca diferencia cpreaso 50HP-50S y 100HI.

Andlisis de los piensos. Método FRAP

200 A
m 25HI-25HP-50S

100 A

700
~ 600
= H 100HP
8 500
= H 100HI
N—r
o 400 W HI + Borraja
<
E 300 - B 50HP-50S
] B 50HP-50HI
Q
3
i)
c
D

Piensos

Figura 4.1.6. Andlisis FRAP de las dietas del expmento 1y 2.
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Tratamiento Unidades FRAP (pmol/l)
. 100HP 187,894
EXpe”lme”to 100HI 308,047
HI + Borraja 566,842
. 50HP-50S 272,105
EXpe”zme”to 50HP-50H 593,157
25HI-25HP-50S 452,368

Tabla 4.1.2.Analisis FRAP de las dietas del experento 1y 2.
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4.2. MARCADORES OXIDATIVOS. DIFERENCIAS ENTRE TRATA MIENTOS.

En este apartado se muestran los resultados obsed@l realizar los analisis de los
marcadores oxidativos en los distintos tratamiemt®scada experimento, comparando los
resultados del mismo 6rgano (muasculo o intestindyeelos tres tratamientos de cada
experimento.

4.2.1. Método ROS. Experimento de capsulas.

Los resultados ROS obtenidos en el musculo y éertesdtino se reflejan en las figuras
4.2.1.y 4.2.2 respectivamente, y quedan repredestan la tabla 4.2.1.

Los datos estan expresados como la media + dedwiastandar de n =5 datos.

Como podemos ver en la figura 4.2.1. y en los degfisjados en la tabla 4.2.1. los
resultados son estadisticamente significativosemelo un mayor valor de unidades ROS el
tratamiento 100HP que los otros dos tratamientd8H1y HI+Borraja), con un p < 0,05 (p =
0,0079). Entre los tratamientos 100HI y HI+Borrajep se encuentran diferencias
significativas.

Método ROS. Musculo
60
a

50
>
é 40 m 100HI
(7)) H 100HP
2 |
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Tratamientos

Figura 4.2.1. Unidades ROS en el musculo en losratamientos del experimento de capsulas.
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Como podemos ver en la figura 4.2.2. y en los degfisjados en la tabla 4.2.1. los
resultados no son estadisticamente significatiVienen mayor valor en unidades ROS el lote
HI+Borraja, le sigue el tratamiento 100HP y pomddt el tratamiento 100HI.

Método ROS. Intestino.

40

35

30

25 m 100HI

20 - H 100HP
m HI+Borraja
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Unidades ROS (mg/l)

Tratamientos

Figura 4.2.2. Unidades ROS en el intestino en logi&tamientos del experimento de capsulas.

Tratamiento l,Jnidades ROS + Desviacion esté_mdar
Musculo Intestino
100HI 21,6772b + 3,4906 19,9367 *+ 6,46221
100HP 41,962a + 13,6931 21,8354 +0,83726
HI+Borraja 20,3323b + 3,827 25,2373 £8,77891
P 0,0079 0,5933

Tabla 4.2.1. Unidades ROS, desviacion estandar yleade la p de los tres tratamientos en musculo e
intestino.
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4.2.2. Método ROS. Experimento de sustitucion.

Los resultados ROS obtenidos en el musculo y értedtino se reflejan en las figuras

4.2.3.y 4.2.4 respectivamente, y quedan repredestn la tabla 4.2.2.

Los datos estan expresados como la media + dedwiastandar de n =5 datos.

Como podemos ver en la figura 4.2.3. y en los degfisjados en la tabla 4.2.2. los
resultados son estadisticamente significativosdsienayor el tratamiento 50HP-50S que los
otros dos tratamientos, con un p < 0,05 ( p = G4P3E2ntre los tratamientos 50HP-50HI y
25HI1-25HP-50S no hay diferencias significativaspgue el primer lote nombrado tiene un

valor menor que el segundo.
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Figura 4.2.3. Unidades ROS en el musculo en losratamientos del experimento de sustitucion.
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Como podemos ver en la figura 4.2.4. y en los degfisjados en la tabla 4.2.2. los
resultados no son estadisticamente significatiVesie un mayor valor en unidades ROS el
tratamiento 50HP-50, le sigue el tratamiento 256HR-50S y por udltimo el tratamiento
50HP-50HI, sin que entre ellos se muestren difeasrsignificativas.

Método ROS. Intestino
30
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= 2 ® 50HP-50HI
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Figura 4.2.4. Unidades ROS en el intestino en lost&atamientos del experimento de sustitucion.

Unidades ROS * Desviacion estandar
Musculo Intestino
50HP-50H]I 21,3608b +5,5942| 13,1857 +0,48339

25HI-25HP-50F 34,019ab + 15,44 16,9304 + 2,90898
50HP-50S 69,3038a + 3,1328| 19,1456 + 8,04787

P 0,0324 0,4381

Tratamiento

Tabla 4.2.2. Unidades ROS, desviacion estandar yleade la p de los tres tratamientos en musculo e
intestino.
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4.2.3. Método FRAP. Experimento de capsulas.

Los resultados FRAP obtenidos en el musculo y emtektino se reflejan en las
figuras 4.2.5. y 4.2.6. respectivamente, y quedaresentados en la tabla 4.2.3.

Los datos estan expresados como la media + dedwiastandar de n =5 datos.

Como podemos ver en la figura 4.2.5. y en los degfisjados en la tabla 4.2.3. los
resultados son estadisticamente significativosesittratamiento 100HI, con un valor menor,
y el tratamiento HI + Borraja , con un p< 0,05®,0099). No se presentan diferencias
significativas entre el tratamiento 100HP y los dsrtratamientos, aunque este primero tiene
un mayor valor en unidades FRAP.

Método FRAP. Musculo
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Figura 4.2.5. Unidades FRAP en el musculo en logratamientos del experimento de capsulas.
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Como podemos ver en la figura 4.2.6. y en los degfisjados en la tabla 4.2.3. los
resultados son estadisticamente significativoeezittratamiento 100HI, con un valor mayor,
y el tratamiento HI + Borraja , con un p < 0,05®,0017). No se presentan diferencias
significativas entre el tratamiento 100HP y elanaiento 100H]I.
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Figura 4.2.6. Unidades FRAP en el intestino en I@tratamientos del experimento de capsulas.

Unidades FRAP * Desviacion estandar
Musculo Intestino
100HI 569,474at 10,0639 1384,61a + 166,038
100HP 616,513ab + 47,8216 1199,74a £ 57,434
HI+Borraja 608,947b + 24,581 1004,01b + 12,407
P 0,0099 0,0017

Tratamiento

Tabla 4.2.3. Unidades FRAP, desviacion estandar yalor de la p de los tres tratamientos en muisculo e
intestino.
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4.2.4. Método FRAP. Experimento de sustitucion.

Los resultados FRAP obtenidos en el musculo y eimtebtino se reflejan en las
figuras 4.2.7. y 4.2.8. respectivamente, y quedaresentados en la tabla 4.2.4.

Los datos estan expresados como la media + dedwiastandar de n =5 datos.

Como podemos ver en la figura 4.2.7. y en los degfisjados en la tabla 4.2.4. los
resultados no son estadisticamente significatiViene un mayor valor de unidades FRAP el
pienso 25HI-25HP-50S, y los piensos 50HP-50HI y B&OS son menores y similares, sin
gue entre ellos existan diferencias significativas.
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Figura 4.2.7. Unidades FRAP en el masculo en logratamientos del experimento de sustitucion.
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Como podemos ver en la figura 4.2.8 y en los degfisjados en la tabla 4.2.4. los
resultados son estadisticamente significativosegittratamiento 50 HP-50 HI, con un valor
menor, y el tratamiento 50 HP-50S , con un p < Qp05 0,0069).
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Figura 4.2.8. Unidades FRAP en el intestino en I@tratamientos del experimento de sustitucion.

Unidades FRAP + Desviacion estandar
Musculo Intestino
50HP-50HI | 790,965 + 45,3569 1297,54b + 88,132
25HI1-25HP-50S 878,684 + 66,4571 1414,21b + 119,097
50HP-50S 793,158 + 58,6671 1637,89a + 97,67
P 0,098 0,0069

Tratamiento

Tabla 4.2.4. Unidades FRAP, desviacion estandar yabor de la p de los tres tratamientos en musculo e
intestino.
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4.3. MARCADORES OXIDATIVOS. DIFERENCIAS ENTRE ORGAN OS.

En este apartado se muestran los resultados obsealdrealizar los analisis de los
marcadores oxidativos, comparando para cada tratdonén particular la diferencia existente
en unidades ROS o FRAP entre los dos 6rganos adaiZmusculo e intestino).

4.3.1. Comparacion entre organos. Experimento 1. Mé@do ROS

Los resultados del analisis ROS obtenidos para tratmiento del experimento 1
gue expresan la diferencia entre el musculo ytestmo se reflejan en las figuras 4.3.1., 4.3.2
y 4.3.3., yenlatabla 4.3.1.

Los datos estan expresados como la media + dedwiastandar de n =5 datos.

Como podemos ver en la figura 4.3.1. y en los tadab expresados en la tabla 4.3.1.
no hay diferencias significativas entre el andlisalizado en el musculo y en el intestino en
el tratamiento 100HI del experimento 1, siendo asmesultados similares.

Método ROS. Musculo - Intestino. 100 HI
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Figura 4.3.1. Diferencia en unidades ROS entre altiestino y el misculo en el tratamiento 100HI.
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Como podemos ver en la figura 4.3.2. y en los tados expresados en la tabla 4.3.1.
hay diferencias significativas entre el analisalizado en el musculo y en el intestino en el
tratamiento 100HP del experimento 1, teniendo dorvaayor el masculo que el intestino.

Método ROS. Musculo - Intestino. 100 HP

30

20 - .
M Intestino

15 - H Musculo
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Tratamientos

Figura 4.3.2. Diferencia en unidades ROS entre eitiestino y el misculo en el tratamiento 100HP.

Podemos ver en la figura 4.3.3. y en los resultadpsesados en la tabla 4.3.1. que no
hay diferencias significativas entre el analisalizado en el musculo y en el intestino en el
tratamiento HI+Borraja del experimento 1.

Método ROS. Musculo - Intestino. HI + Borraja
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Figura 4.3.3. Diferencia en unidades ROS entre altestino y el misculo en el tratamiento HI + Borrag.
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Experimento de cipsulas. Método ROS (mg/l)
Tratamiento 100HI 100HP HI + Borraja

Tejido

Tabla 4.3.1. Diferencias en unidades ROS entre eltéstino y el misculo en los tres tratamientos del
experimento 1.

4.3.2. Comparacion entre organos. Experimento 2. Médo ROS

Los resultados del analisis ROS obtenidos para tratmiento del experimento 2
gue expresan la diferencia entre el masculo ytestmo se reflejan en las figuras 4.3.4., 4.3.5
y 4.3.6., y en la tabla 4.3.2.

Los datos estan expresados como la media + dedwiastandar de n =5 datos.

Como podemos ver en la figura 4.3.4. y en los tados expresados en la tabla 4.3.2.
si encontramos diferencias significativas entrardlisis realizado en el masculo y en el
intestino en el tratamiento 50HP-50HI del experitoeR, siendo mayor en el valor del
musculo.

Método ROS. Mdusculo - Intestino. 50HP - 50HI
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Figura 4.3.4. Diferencia en unidades ROS entre eltiestino y el misculo en el tratamiento 50HP-50H]I.
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Como se observa en la figura 4.3.5. y en los redoft expresados en la tabla 4.3.2. no
encontramos diferencias significativas entre ellisisarealizado en el musculo y en el
intestino en el tratamiento 25HI-25HP-50S del expento 2, siendo mayor en el valor del
musculo, aunque sin mostrar diferencias significati
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Figura 4.3.5. Diferencia en unidades ROS entre aitestino y el musculo en el tratamiento 25HI-25HP&S

Como podemos ver en la figura 4.3.6. y en los tados expresados en la tabla 4.3.2.
si encontramos diferencias significativas entrardlisis realizado en el masculo y en el
intestino en el tratamiento 50HP-50S del experimet siendo mayor en el valor del
musculo.
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Figura 4.3.6. Diferencia en unidades ROS entre eitestino y el misculo en el tratamiento 50HP-50S.
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Experimento de sustitucion. Método ROS (mg/l)
Tratamiento 50HP-50H]I 25HI1-25HP-50S 50HP-50S

Tejido

Tabla 4.3.2. Diferencias en unidades ROS entre eltéstino y el muisculo en los tres tratamientos del
experimento 2.

4.3.3. Comparacion entre 6rganos. Experimento 1. M&édo FRAP

Los resultados del andlisis FRAP obtenidos para tedamiento del experimento 1
gue expresan la diferencia entre el masculo ytestmo se reflejan en las figuras 4.3.7., 4.3.8
y 4.3.9.,, yen latabla 4.3.3.

Los datos estan expresados como la media + dedwiastandar de n =5 datos.

Como podemos ver en la figura 4.3.7. y en los tados expresados en la tabla 4.3.3.
si encontramos diferencias significativas entrardlisis realizado en el masculo y en el
intestino en el tratamiento 100HI del experimentsi@ndo mayor en el valor del intestino.
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Figura 4.3.7. Diferencia en unidades FRAP entre d@htestino y el misculo en el tratamiento 100HI.
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Podemos ver en la figura 4.3.8. y en los resultaapsesados en la tabla 4.3.3. que si
encontramos diferencias significativas entre ellisisarealizado en el musculo y en el
intestino en el tratamiento 100HP del experimentieéndo mayor en el valor del intestino.
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Figura 4.3.8. Diferencia en unidades FRAP entre @htestino y el masculo en el tratamiento 100HP.

Podemos ver en la figura 4.3.9. y en los resultaapsesados en la tabla 4.3.3. que si
encontramos diferencias significativas entre ellisisarealizado en el musculo y en el
intestino en el tratamiento HI+Borraja del expemtoel, siendo mayor en el valor del
intestino.
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Figura 4.3.9. Diferencia en unidades FRAP entre @htestino y el masculo en el tratamiento HI+Borraja
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Experimento de capsulas. Método FRAP (umol/l)
Tratamiento 100HI 100HP HI + Borraja

Tejido

Tabla 4.3.3. Diferencias en unidades FRAP entre gltestino y el misculo en los tres tratamientos dle
experimento 1.

4.3.4. Comparacion entre 6rganos. Experimento 2. Médo FRAP

Los resultados del andlisis FRAP obtenidos para tedamiento del experimento 2
gue expresan la diferencia entre el musculo y tekstmo se reflejan en las figuras 4.3.10.,
4311y 4.3.12.,yen latabla 4.3.4.

Los datos estan expresados como la media + dedwiastandar de n =5 datos.

Como podemos ver en la figura 4.3.10. y en losltasdos expresados en la tabla
4.3.4. si encontramos diferencias significativaseeal analisis realizado en el musculo y en
el intestino en el tratamiento 50HP-50S del expento 2, siendo mayor en el valor del
intestino.
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Figura 4.3.10. Diferencia en unidades FRAP entre @itestino y el misculo en el tratamiento 50HP-50S.
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Podemos ver en la figura 4.3.11. y en los resuftakpresados en la tabla 4.3.4. que
si encontramos diferencias significativas entrarélisis realizado en el musculo y en el
intestino en el tratamiento 25HP-25HI-50S del expento 2, siendo mayor en el valor del
intestino.
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Figura 4.3.11. Diferencia en unidades FRAP entre @itestino y el misculo en el tratamiento 25HI-25HP
50S.

Como observamos en la figura 4.3.12. y en los t&do$ expresados en la tabla 4.3.4.
si encontramos diferencias significativas entrarélisis realizado en el musculo y en el
intestino en el tratamiento 50HP-50HI del experitneR, siendo mayor en el valor del
intestino.
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Figura 4.3.12. Diferencia en unidades FRAP entre @ttestino y el muisculo en el tratamiento 50HP-50HI
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Experimento de sustitucion. Método FRAP (pumol/l)
Tratamiento 50HP-50HI 25HI-25HP-50S 50HP-50S

Tejido

Tabla 4.3.4. Diferencias en unidades FRAP entre Eitestino y el masculo en los tres tratamientos dle
experimento 2.

Efecto de la harina de insectos sobre el estrés oxidativo en diferentes érganos de tilapia
(Oreochromis nilotica) 65



4.4. CORRELACION ENTRE LOS DATOS DE LOS ANALISIS ROS Y FRAP.

La correlacion entre los datos de los andlisis RO$RAP se propone como |
indicador de bienestar, que nos permite distinguiire estrés y bienes.

Para realizar la correlacion entre los datos deatadisis ROSy FRAP es necesario
obtener los datos de la misma muestra en los daksian Debido a la pérdida de gr
cantdad de muestra durante los ensayos de los anédsisjuestras para los dos analisis
suelen coincidir dentro del mismo tratamiento, fmique este analisis s6lo se ha poc
realizar en dos tratamientos del experimento desutap, el tratamiento mentado con
pienso 100% de insecto y el tratamiento alimentamopienso de insecto y borraja al 5de
cada componente. Lossultados se muestran en la figuras 4.4.1. y 4dspectivament

Correlacion FRAP-ROS. 100 %6 Insecto
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Figura 4.4.1. Correlacion entre los analisis FRAP y RO'en el experimento de capsulas, tratamiento 100¢
insecto.

Como podemos ver en la figura 4.4.1., la respusmstiiaxidante es proporcional y
correlacion negativa.
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Correlacion FRAP-ROS. Insecto + Borraja
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Figura 4.4.2 Correlacion entre los analisis FRAP y ROS en ekperimento de capsulastratamiento
Insecto + Borraja.

Como podemos ver en la figura 4.4.2., la respuast@xidante es proporcional
correlacion positiva.
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5. DISCUSION.
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5. DISCUSION

El objetivo de este trabajo se centra en cuantifecs posibles variaciones del estrés
oxidativo en un cultivo de tilapia del Nil®¢eochromis niloticia causadas por la ingesta de
diferentes dietas, buscando en la harina de insectsustituto a la harina de pescado.

La sustitucion de la harina de pescado por la aateinsectos ha sido poco estudiada,
y concretamente para la harina de tenebrio no hemosntrado ninguna informacion sobre
Su uso como alimento para peces, ya que este onsectusa exclusivamente para la
alimentacion de reptiles 0 mascotas exoticas.

Dada la diferencia en la composicion de los piengolR complejidad de su
formulacién y contenido, se han analizado los misnmidiendo su composicion y el estrés
oxidativo, y las muestras de intestino y masculdildeia, midiendo el estrés oxidativo, y en
el caso del musculo también su composicion.

Los resultados de este trabajo indican que logetifes tipos de piensos inducen
cambios en el estrés oxidativo, como se veran adygsi en el siguiente apartado. Estos datos
corresponden con los de varios autores que hatige&lo el tipo de dieta de los peces con
su efecto en el estrés oxidativo (Kiron et al., £200@orales et al., 2004; Puangkaew et al.,
2005).
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5.1. ESTRES OXIDATIVO:

Entendemos el estrés oxidativo como una alterdoidnada por el desequilibrio entre
la produccién de radicales libres o agentes pr@mtab y los mecanismos de defensa
antioxidante de un organismo. Dicho desequilibrioeqe producir un dafio en los
componentes celulares y tejidos que favorecendagptacion de procesos patolégicos. Una
condicion de estrés oxidativo puede ser causadarpaumento en la produccién de factores
prooxidantes debido a una exposicion a agentesaores de radicales libres que exceden la
capacidad antioxidante del organismo o a una @eftta en los mecanismos de defensa.

Los radicales libres (RL) cumplen una importanteciGn en varios procesos
homeostéaticos como intermediarios en reaccionesxmacion-reduccion (redox) esenciales
para la vida. De hecho, se estima que entre €lald@l oxigeno consumido en la respiracion
celular en organismos acuaticos es convertido pecess reactivas (Livingstone, 2003). La
destruccién de microorganismos por fagocitosisitéesis de mediadores inflamatorios y la
detoxificacion constituyen algunos ejemplos reléeande la accién de los RL. Las
concentraciones bajas de RL son beneficiosas esmdindispensables, sin embargo, en
cantidades excesivas son toxicos, ya que al oxideleculas biolégicas las alteran y
desencadenan trastornos en el metabolismo celdihvell 1997; Larkins 1999; Chow
1979).

Los radicales libres son dificiles de medir ya guesentan una vida muy corta y baja
concentracién (Sun et al. 2006). Las células sprafucen agentes prooxidantes (EROS) que
son detoxificados por defensas antioxidantes pesded de mecanismos que el organismo
produce, incluyendo atrapadores (no enzimaticosadieales libres y enzimas antioxidantes
especificas (Di Giulio et al., 1995). Asi se proglwn balance entre la produccion de
prooxidantes y el sistema antioxidante de defessaembargo cuando hay una marcada
produccion de dichas especies reactivas el sistendefensa puede resultar insuficiente, lo
gue lleva a un incremento en el dafio a macroma@éccbmo lipidos, proteinas y acidos
nucleicos, alterando diversos procesos celularaa (ér Oost et al., 2003).

En el primer mecanismo de defensa, la primera enzinplicada es la superoxido
dismutasa (SOD) que dismuta el anién superoxidpeztxido de hidrégeno (Palace et al.,
1996). Este compuesto, altamente toxico para ldagéebe ser reducido por la catalasa, que
los transforma en agua y en oxigeno, o por la wfutaperoxidasa. Estos diferentes
mecanismos de defensa, conocidos de forma imparf@ctpeces, pueden ser igualmente
activos contra los peroxidos y radicales libresgexds, es decir, alimentarios. Es posible
prevenir la peroxidacion de los acidos grasos (&B)los alimentos y economizar los
antioxidantes naturales adjuntando antioxidantesidtesis autorizados. Por el contrario,
estos antioxidantes de sintesis son inactivosvim vi

El segundo mecanismo de defensa lo constituyetrdagpas de radicales libres, que
son antioxidantes como la vitamina A y sobre tod® tbcoferoles (vitamina E). El acido
ascorbico (vitamina C) suele estar unido a estgayride hecho es un secuestrador
hidrosoluble del oxigeno mientras que el tocofeolin donador de protones particularmente
activo en medio liposoluble.
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El glutation, el acido urico y la bilirrubina sommpuestos de bajo peso molecular
sintetizados enddgenamente; mientras que la vie@iacido ascorbico), la vitamina & (
tocoferol), la vitamina A [{-caroteno) y los flavonoides no son sintetizadodosnpeces y
consecuentemente su presencia esta directameata ligpn la dieta, lo cual supone que
individuos herbivoros posean una mayor cantidaditdenina E yp-caroteno (Marcon and
Filho, 1999; Avilez et al., 2008).

Tanto mamiferos como peces exhiben respuestasuaduhuy similares ante el estrés
oxidativo (Fraga et al., 1996; Dias Bainy et a09@; Kelly et al., 1998); no obstante, el grado
de variacion en los niveles basales de dichasidaties entre especies de peces y entre
diferentes tejidos es evidente (Pedrejas et a@511Esto nos podria dar lugar a entender las
diferencias entre los 6érganos que dan nuestrosenal

Los organismos acuaticos, adicionalmente a la @dernransporte de electrones en la
mitocondria, pueden experimentar otras fuentegaldugcion de radicales libres, por ejemplo
sintesis de prostaglandinas y reaccion de la xamtkidasa con la hipoxantina o xantina; y
durante la fagocitosis en que intermediarios reastiprincipalmente el 9 son liberados
con propésitos bactericidas como se ha demostmadi especi¢ieteropneustes fossilisen
macréfagos d®©ncorhynchus mykig¥/an der Oost et al., 2003). De las causas extesaa
ha mencionado la contaminacion en cuerpos de agu@ ¢a principal contribuyente a la
presentacion de estrés oxidativo en peces (Ahmald, 2000).

La mayoria de los estudios sobre estrés oxidateohan hecho en mamiferos
enfocados a evaluar las alteraciones que produterste sistema determinados tdxicos, o
como se altera con procesos de inflamacion, anginegncer determinados toxicos vy la
eficacia antioxidante de determinados compuesioser8bargo, poco estudios se han hecho
en peces y casi todos enfocados al efecto que groveontaminantes tales como pesticidas,
herbicidas ect... muestran que la alteracion det®soxidativo es una respuesta tipica de la
toxicidad inducida por xenobi6ticos (Lemaire andihgstone, 1993; Di Giulio et al., 1995;
Sheehan and Power, 1999; Hai et al., 1997; Pebaid_ét al., 2003).

Los estudios antes analizados no sefialan ninglexcidne con la dieta, pero algunos
autores, como Olsen et al. (2003 y 2008) descrijuenla alimentacion eleva la peroxidacion
lipidica, y los niveles de TBARS (ThioBarbituric iicReactive Substances) en suero de
peces alimentados son mayores que en peces ayumgihido a la mayor concentracion de
lipidos oxidables de las lipoproteinas sanguin@asyenientes de la dieta. Ademas, en
bacalao, Olsen et al. (2008) encuentran que lauessp frente un estimulo estresante varia
segun el estado de alimentacion del pez, en canlogipeces que se han mantenido en ayuno
durante los tres dias antes de aplicarles el dstigairesante presentan un nivel de TBARS
menor que los peces que en los peces alimentados.
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La mayoria de las macromoléculas bioldgicas pusdenxidadas por los RL (Kehrer,
1993; Bandyopadhyay et AL., 1999; Slater, 1984).enbargo, las biomoléculas mas labiles
son los lipidos (Cheeseman y Slater, 1984; Hallliw€hirico, 1993) ya que el proceso de
peroxidacion de un &cido graso provoca una cademeixidaciones debido a que el acido
graso se transforma en un RL peroxilo que actuadoamsportador de la reaccion en cadena
ya que ataca a otros acidos grasos e inicia nueaasiones de transicion (Halliwell et al.,
1992; Morrisey y O'Brien 1998), los dobles enlacestenidos en la cadena AGP facilitan
este proceso (Halliwell y Chirico, 1993). Los pedebido a su cantidad de &cidos grasos
poli-insaturados son especialmente sensibles artiglacion lipidica, y por ello centraremos
la discusion en el contenido en acidos grasosaslaniuestras como mediadores de estrés
oxidativo.

La formacién de radicales oxidantes queda refleg@déa determinacién de los ROS
(Reactive Oxigen Species). El conjunto de los posede peroxidacion forman tres fases:
iniciacion (extraccién de un electrén a nivel dedable enlace y formacion de un radical
inestable), propagacion con formacion en cadenande serie de radicales libres que se
comportan tanto como reductores como oxidantesayniente detencion de la reaccion con
formacion de compuestos terminales del tipo aldetticetonas.

Los resultados procedentes de los andlisis dei¢dasdmuestran que los que tienen
menores unidades ROS son los piensos que conteima lile pescado en mayor proporcion.
En un principio, segun Guillaume J. et al. (20@4}ps piensos basados en harina de pescado,
que contiene un mayor contenido en PUFAs y HUFAsIgs que tendria un mayor nivel de
unidades ROS porque producen una mayor oxidaciidida y por tanto mas formas
reactivas de oxigeno que es lo que medimos coragétssis. La explicacion podria estar en
la degradacion del pienso, y en la facilidad geaen los acidos grasos insaturados para su
oxidacion, al reaccionar muy rapidamente cuandoe)g@onen a condiciones 0 agentes
oxidantes como el oxigeno del aire (Carrero 2@05).

En cuanto al andlisis FRAP, las dietas con mayoterido en harina de insecto,
HI+Borraja en el primer experimento, y 50HP-50HI2$HI-25HP-50S en el segundo
experimento, son las que presentan mayor unidadé® Fes decir, mayor poder oxidante,
debido posiblemente al alto contenido en estasslid¢ acidos grasos insaturados, PUFAs y
HUFASs, que producen una mayor peroxidacion lipidaillaume J. et al., 2004), por lo que
su contenido en antioxidantes en este caso es menor

Nuestros resultados pertenecientes a los analdiS Bn los tres tratamientos del
experimento 1 y 2 muestran un mayor nivel de peamion en el musculo en los tratamientos
con mayor nivel de harina de pescado. En el priexgrerimento, el tratamiento 100HP
constituido 100% por harina de pescado tiene uromalor significativo que los tratamiento
100HI y HI+Borraja, lo que supone que los piensos contenido en harina de insectos
presentan una menor peroxidacion. Esto es judilécdebido al mayor contenido en acidos
grasos poliinsaturados (PUFASs) y acidos grasa@snaltte insaturados (HUFAS) que tienen
los piensos de harina de pescado, debido a queayorncontenido en PUFA facilita la
peroxidacion lipidica (Guillaume J et al., 2004 pjd3 condiciones de estrés se aumenta el
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nivel de acidos grasos Yy triglicéridos siendo zdilios como fuente de energia alternativa
(Papoutsoglou et al. 2006) aumentando con ellivel de peroxidacién, por lo que un mayor
aporte en dieta (como en el caso del harina deagey® por estrés de lipidos supondria
mayores niveles de ROS. Se conoce que los acidsegen los tejidos de los peces estan
relacionados con el contenido en lipidos de laadi®isen et al, 1999; Mourente et al, 2000).
Los HUFAs son acidos grasos propensos a la oxidapir ello en animales alimentados con
dietas mas ricas en HUFA aparecen niveles sigtifex@ente mas altos de actividad de las
enzimas SOD y GG6PDH, siendo indicativo de un aumeid las necesidades de los
mecanismos antioxidantes en el individuo. De heéh@ngkaew et al, (2005) reporté una
mayor actividad de la enzima antioxidante cuando italividuos fueron alimentados con
dietas con mayores niveles de HUFA y vitamina E.

En el segundo experimento, el pienso con un mealar wignificativo es el pienso
50HP-50HI, probablemente debido a que el conted@@ienso de insectos (cuyo porcentaje
en este pienso de del 50%) apenas contiene PUFNIFAS. Significativamente el pienso
50HP-50S es el de mayor valor de unidades ROSesfmyndiendo este pienso al que mayor
contenido de PUFAs y HUFAs contiene de los tres.

Las muestras en el intestino para el segundo ewpeto arrojan valores similares,
aungue no significativos, y mas dudosos en el dabprimer experimento. Se ha analizado el
contenido de acidos grasos en el musculo y estausstran bastante alto para PUFAs y
HUFASs, lo que también aportaria que en el mUscuéwain mas acusados los resultados, si
bien es cierto que en el intestino no se han @dizos mismos analisis por lo que no se
puede comparar con su contenido en acidos grasos.

Como indicador del status antioxidante de la céddahan determinado los FRAP
(Ferric reducing antioxidant power). En la mayat&&los trabajos realizados en peces la
respuesta oxidativa se determina a través de lowioa de actividad de las enzimas
implicadas en el estrés oxidativo, por lo que podarmacion hemos hallado sobre la
capacidad antioxidante total. Los estudios reatiggubr Bagni et al. (2007) muestran que
bajo condiciones estresantes como es hacinamieries ael sacrificio no produce un
aumento significativo en el poder antioxidante yl@nradicales oxidantes determinados en
musculo de dorada y lubina pero que observan scamalacion positiva entre la produccion
de radicales oxidativos y defensas oxidativas.

Los niveles de de FRAP obtenidos en los tratamsed&d experimento 1 y 2 para el
musculo muestran un nivel significativamente may@mpoder antioxidante en el tratamiento
con harina de insecto y borraja para el experiményomayor sin ser significativo para el
tratamiento que mezcla harina de insecto, de pescadija en el experimento 2. Por tanto los
resultados arrojan para el primer experimento dueaamiento con harina de insecto tiene
un menor poder antioxidante, sin embargo, el deompgder antioxidante es el tratamiento
que mezcla dicha harina con la borraja. En el sisatle ROS para el masculo del primer
experimento el analisis mostraba un menor valaa f@harina de insecto, significando que si
el analisis ROS mostraba menor peroxidacion emfmé insectos, el analisis FRAP deberia
presentar mayor poder antioxidante en el mismo.e8ibargo, en ratones, se ha descrito un

Efecto de la harina de insectos sobre el estrés oxidativo en diferentes érganos de tilapia
(Oreochromis nilotica) 73



efecto beneficioso de la ingesta de HUFAs sobesteés oxidativo. En concreto la ingesta de
EPA y DHA contrarresta el efecto de los radicaleses (Casos et al 2010) aunque en otros
caso la ingesta de aceite de pescado (rico en dstscidos grasos) aumenta el estrés
oxidativo (Tsuduki et al., 2011). En cualquier ¢gsara el experimento 1 en el que podemos
ver resultados significativos, los peces alimergadon el tratamiento de HI+Borraja tiene
mayor unidades FRAP o poder antioxidante, coinoiteestos resultados con el andlisis
realizado al pienso.

Los valores para el intestino en el experimentordsgntan que el tratamiento de
mayor poder antioxidante es el constituido 100%haoma de insecto y menor el que mezcla
dicha harina con borraja. Dado que la harina dectosapenas presenta contenido en PUFAS,
el antioxidante deberia ser mayor en los peceshgneconsumido este tratamiento por no
suponer una adicibn de estos acidos grasos a ta, diecon ello un aumento de la
peroxidacién. Sin embargo en el experimento 2 glamaalor en unidades FRAP lo presenta
el tratamiento constituido por harina de pescadmjg al 50%. Sabemos la cantidad de
acidos grasos insaturados que aporta de harine@stago y de insecto, siendo menor esta
altima y mas logicamente el de mayor poder antiaxid. Sin embargo el efecto de la soja en
el intestino parece ejercer un poder antioxidaraganque el insecto, que se puede relacionar
con su mayor contenido en HUFAs y PUFASs, ejerciama@fecto beneficioso por la ingesta
de EPA y DHA sobre el estrés oxidativo (Casos,e2@l0).

En cuanto a los resultados obtenidos de compara@aéa tratamiento la diferencia
existente en unidades ROS y FRAP entre los orgamalizados, los resultados son similares,
teniendo en cuenta la relacién inversa entre eliss&R0S y FRAP, pero mucho mas
contundentes en el caso del método FRAP.

En el caso del anélisis ROS, en todos los casesl@ en unidades ROS del musculo
es mayor que del intestino, salvo en el caso del li+Borraja perteneciente al primer
experimento, aunque en este caso los resultadosonosignificativos. Si lo son en el
tratamiento 100HP del experimento 1 y S0HP-50HOMB-50S del experimento 2.

Centrandonos en el analisis FRAP, los resultadosts@mimente concluyentes, en
todos los tratamientos de los dos experimentoérgadno con mayor cantidad de unidades
FRAP es el intestino, mostrando en todos los cdiseencias significativas.

La relacién inversa se fundamenta en que el aa&i€iS mide el poder “oxidante” y
el andlisis FRAP en poder antioxidante, por lo gsiddgico pensar en un principio que los
resultados salgan inversos para ambos parametros.

En cuanto a las diferencias entre tejidos puedencaesadas por las diferentes
velocidades de generacion de radicales libres, fauestividad de los enzimas clave del
metabolismo oxidativo en cerebro, rifidn y branqudasCyprinus carpio y Oreochromis
niloticus expuesto a contaminantes tales como 2,4-D (2Medimfenoxy acido acetico
dimetil amina) y zinfosmetil no muestran datos bgéneos. Por ejemplo la actividad SOD
so6lo se afecta en branquias pero no en higadddm,rmientras que la actividad CAT varia en
higado y branquias de la carpa pero no se afectaingun organo en la tilapia, por el
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contrario la actividad GPx afecta al higado de amdspecies y al cerebro de tilapia y la
actividad GST solo se afecta en el rifion de ambpsoies (Ozcan et al. 2004). Estos datos
junto con los de otros autores (Radi and Matkovl&88; Winston and Di Giulio, 1991),
muestran que la respuesta antioxidante varia selgéjido y la especie de pez. Ahmad et al.,
(2000) establece que tanto la respuesta oxidativaocel potencial antioxidante del pez
difieren segun especies, habitat y comportamieirteeatario.
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5.2. CORRELACION ENTRE LOS DATOS DE LOS ANALISIS ROS Y FRAP.

La correlacion entre los datos de los andlisis RO$RAP se propone como un
indicador de bienestar, que nos permite distingoire estrés y bienestar, de forma que si la
respuesta antioxidante es proporcional y positiviadiberacion de ROS, se puede considerar
gue el animal goza de buen estado de salud y beené&s la respuesta es proporcional e
intermedia, ni positiva ni negativa, el bieneswrahimal no sera el mas idoneo, debiéndose a
un prolongado estado de estrés oxidativo. Por djtshla respuesta es negativa, el animal se
encuentra en malas condiciones y sometido a unacgin estresante continuada (Brambilla
et al., 2002a, b; Ballerini et al., 2003). En dagdubina se han obtenido resultados similares
a estos al establecer la correlacion entre lasceEspexidantes y la capacidad antioxidante de
sueros de animales hacinados (70Ky/m mantenidos a una densidad normal (30 Rg/m
durante las tres horas previas al sacrificio (Bagmil., 2007).

Para realizar la correlacion entre los datos deafagisis ROS y FRAP es necesario
obtener los datos de la misma muestra en los daksian Debido a la pérdida de gran
cantidad de muestra durante los ensayos de losianés muestras para los dos analisis no
suelen coincidir dentro del mismo tratamiento, f[wique este analisis s6lo se ha podido
realizar en dos tratamientos del experimentos gsutas, el tratamiento alimentado con
pienso 100% de insecto y el tratamiento alimentamo pienso de insecto y borraja al 50%
cada componente.

Segun este criterio, las correlaciones obtenidas és niveles de ROS y FRAP en el
tratamiento 100HI la respuesta antioxidante es grmpnal y de correlacién negativa, es
decir el animal no es capaz de generar el podésxatante adecuado a la formacion de
radicales oxidantes. Sin embargo en el tratamieitdorraja, la respuesta antioxidante es
proporcional y de correlacion positiva.

Hay que apuntar también que los resultados nadebtodo concluyentes debido al
insuficiente nimero de datos con el que se hazesldiel andlisis, a causa de la falta de datos
para el mismo pez de los dos andlisis realizados.
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6. CONCLUSIONES.
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6. CONCLUSIONES

1.- Bajo nuestras condiciones experimentales, latadiafecta al estrés oxidativo,
especialmente el nivel de AG altamente insaturados.

2.- Las dietas con mayor contenido en harina dectogpresentan un mayor nivel de unidades
FRAP.

3- Bajo nuestras condiciones experimentales logegatimentados con harina de pescado
presentan en el musculo mayor nivel de especiesivaa de oxigeno, expresando por tanto
un mayor estrés oxidativo.

4- Los peces alimentados con harina de insectertignayor nivel de unidades FRAP, o
capacidad antioxidante.

5- En el intestino el poder antioxidante es maya gn el muasculo. En el masculo el poder
oxidante es mayor que en el intestino.

Conclusioén final:

Segun todo lo expuesto podemos decir que, bajdragasondiciones experimentales,
la dieta influye en el estrés oxidativo, siendo aragn dietas con alto contenido en &cidos
grasos insaturados debido a su facilidad de oxddadios resultados exponen diferencias
entre tejidos, teniendo el intestino una mayor cigaa antioxidante y el masculo una mayor
capacidad oxidante de los radicales libres. Pdotgodemos decir que la dieta basada en
harina de insectos induce en menor medida el esxidativo en los peces alimentados con
esta dieta.
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