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1. MEMORIA DESCRIPTIVA

1.1 LA ACUICULTURA ACTUALMENTE

La acuicultura, segun aparece definida en la FAO, es el cultivo de organismos
acuaticos tanto en zonas costeras como del interior que implica intervenciones en el
proceso de cria para aumentar la produccion. Actualmente alrededor de 580 especies
acudticas son las que se cultivan en todo el mundo, lo que representa una enorme rigueza
de diversidad genética. Segun se recoge en el Informe de Apromar 2019, la segunda
especie mas producida ha sido la lubina con respecto a las demas. La produccion alcanzo
un total de 22.460 toneladas de lubinas.

En siguientes epigrafes se hace referencia a la situacion actual de la acuicultura a nivel

mundial y en los territorios de mayor interés

1.2 ACUICULTURA EN LA UNION EUROPEA Y EL. MUNDO

Segln datos recogidos de la FAO y de Asociacion Empresarial de Acuicultura de
Espafia (APROMAR), la produccion mundial de acuicultura alcanzo los 111,9 millones de

toneladas, un 3,5 % mas que el afio anterior.

La produccion de acuicultura de la UE fue de 1.353.201 toneladas. Las principales
especies producidas en la UE mejillén, seguidos por el salmén atlantico y la trucha arco

iris.

Espafia es el estado miembro de la Unidén Europea con una mayor produccion de
acuicultura, con 311.032 toneladas. Sin embargo, cuando se considera el valor de la
produccion, ocupa la cuarta posicion, con 466,4 millones (12,2 %). Espafa es el tercer
pais productor de pescado de la UE, con 66.591 toneladas (9,1 %) por detrds de Reino
Unido y Grecia.

El ritmo de crecimiento de la acuicultura de la UE total (esencialmente peces y
moluscos) ha decrecido desde el afio 2000 una media del -0,5 % anual mientras que en

mundo la acuicultura ha crecido en ese tiempo una media del 11,2 %.
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La produccion acuicola total de lubina en Europa y el resto del arco Mediterraneo ha

sido de 196.573 toneladas, un -2,1 % inferior a la del afio anterior.

Tal y como se aprecia en la figura 1, a lo largo de los afios ultimos la produccion
acuicola ha ido creciendo continuamente, e incluso el suministro de pescado per cépita se

ha visto superado en los ultimos afios por el suministro de peces de acuicultura.

Figura 1 Utilizacion y suministro mundial de pescado. (FAO (2019))
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Figura 2 Evolucién de la produccion acuatica mundial (acuicultura + pesca) en el periodo
1950-2017. (Apromar (2018))
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Tabla 1 Principales paises productores de acuicultura por toneladas anuales en 2017 y tasa

de variacion interanual (FAO (2019))

PRODUCCION (milones det.)

Pais Cantidad (t) % Var.anual
China 64.358.481 3.3%
Indonesia 15.896.100 -0.7%
India 6.182.000 8.4%
Viet Nam 3.831.241 7.0%
Bangladesh 2.333.352 5.9%
Republica de Corea 2.306.280 24.0%
Filipinas 2.237.787 1.7%
Egipto 1.451.841 5.9%
Noruega 1.308.634 -1.3%
Chile 1.219.747 16.2%
Total 10 paises productores 101.125.463 3.6%
Resto de paises 10.821.160 2.9%
Total mundial 111.9466.623 3.5%
Espafia 311.032 9.6%

11
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Tabla 2 Principales especies producidas mediante acuicultura en el mundo (en toneladas)

en 2017 (FAO (2019))

Maria Reyes Ruiz

Especie Nombre cientifico Toneladas
Laminaria japonesa (Saccharina japénica) 11.174.505
Alga Eucheuma (Eucheuma y 8.637.534
Kappaplycus)
Ostidn japonés (Crassostrea gigas) 5.544.245
Carpa china (Ctenopharyngodon 5.519.487
idella)
Carpa plateada (HypophthImichthys 4.704.673
molitrix)
Langostino blanco (Litpenaeus vannamei) 4.456.603
Alga Gracilaria (Gracilaria sp.) 4.311.040
Almeja japonesa (Ruditapes philippinarum)  4.228.206
Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) 4.120.281
Carpa comun (Cyprinus carpio) 4.129.100
Total 10 paises especies 56.835.674
Resto de especies 55.110.949
Total acuicultura mundial 111.946.623
Trucha arco iris (Oncorbynchus mykiss) 811.590
Mejillones europeos (Mylitus galloprovincialis  268.061
y edulis)
Dorada (Sparus aurata) 218.099
Lubina (Dicentrarcuhs labrax) 215.636
Rodaballo (Psetta maxima) 57.072

Figura 3 Evolucion de la produccién de la acuicultura mundial (millones de t.), por
grupos, para el periodo 1950 — 2017 (FAO (2019))
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Tabla 3 Principales especies producidas mediante acuicultura en la union europea, por

toneladas, en 2017 (FAO (2019))

2017

PRODUCCION DE ACUICULTURA (millones de t.)

Especie Nombre cientifico Toneladas
Mejillones (Mylilus spp) 493.844
Salmon del Atlantico (Salmo salar) 209.180
Trucha arco iris (Oncorbynchus mykiss) 185.316
Dorada (Sparus aurata) 95.390
Lubina (Dicentrarcuhs labrax) 79.350
Ostidn japonés (Crassotrea gigas) 77.947
Carpa comun (Cyprinus carpio) 73.911
Almeja japonesa (Ruditapes philippinarum)  35.114
Rodaballo (Psetta maxima) 11.571
Pez-gato (Clarias gariepinus) 8.821

1.3 ACUICULTURA EN ESPANA

La acuicultura en Espafa en los 60 era una actividad importante en la economia del

pais y a medida que han pasado los afios ha ido decreciendo, debido a la disminucion de

13
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las opciones de pesca, segun expone la Asociacion Empresarial de Acuicultura de Espafia
(APROMAR (2018)).

La cosecha de acuicultura en Espafia en 2018 sumo un total de 348.395 toneladas, y de
las especies recogidas fueron la dorada con supuso un 21%, la lubina que supuso un 5,6%
mas por lo que se encuentra en valores de 34%; la produccion de rodaballo que se sitda en
valores menores en comparacion con los otros o de la corvina que se encuadra en valores

similares a los del rodaballo.

La lubina cosechada en Espafia ha sido de 22.460 toneladas. La region donde mas
cantidad se recogié fue en Murcia (34%), seguida de Canarias (26%), Comunidad
Valenciana (21%) y Andalucia (20%). Con respecto a la produccién de juveniles se ha
incrementado con respecto al afio anterior en un 35,1%, en las diferentes comunidades que
se realiza su cria. También se cosechan otros pescados como la dorada, el rodaballo o la

corvina.

Se estima que para el proximo afio las producciones de juveniles de lubina en Espafia

decreceran hasta un -11,2%.

Espafia comparado con el resto de la union europea es el tercer pais productor de

pescado, con 66.591 toneladas.

Figura 4 Evolucion de la cosecha de peces de acuicultura en Espafia, en toneladas y para
las principales especies, periodo 1975-2018 (MAPA Y APROMAR, (2019))
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Figura 5 Evolucion de la cosecha de peces (toneladas) de pescados marinos de acuicultura.
(APROMAR (2019))
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Para concluir con este epigrafe se puede afiadir que se ha llevado a cabo un estudio
realizado por el ministerio, en el que se predijo que los factores que estan limitando el
desarrollo de la acuicultura principalmente es la falta de tecnologia, también las barreras
financieras y la formacion de los trabajadores, la pérdida de empleo en este sector, otro de
los factores de los que actualmente se estd empezando a hablar es el de la mala

coordinacion entre las distintas empresas.

1.4 IMPORTANCIA DE LA PROTEINA EN LA DIETA EN HUMANOS

El “National Genome Research Institute” (Bruce Alberts et all. (2002)), expone que las
proteinas son unas moléculas importantes que se encuentran en todas las células vivas,
éstas se componen de una o mas cadenas largas de aminoacidos Ilamadas polipéptidos,
gue se definen como un conjunto de veinte tipos distintos de moléculas que constituyen
las piezas béasicas para construir la proteina, cuya secuencia corresponde a la secuencia de
ADN del gen que la codifica, es decir, la secuencia de aminoécidos que forma una
proteina estd codificada en un gen. Existen dos tipos de aminoacidos, los Ilamados
esenciales que son aquellos que no son sintetizados a partir del organismo y los no
esenciales que son aquellos que pueden ser metabolizados por el organismo. Como un

subgrupo se puede afnadir los aminoacidos semiindispensables que son aquellos que solo
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se pueden formar a partir de los esenciales, un ejemplo es el de la cistina, que solo puede

ser sintetizada a partir de metionina.

Las proteinas desempefian gran variedad de funciones en la célula, incluidas
estructurales, mecanicas, bioquimicas, y de sefializacion celular. Son una parte esencial de

la dieta de cualquier especie.

Los alimentos de origen acuatico son una de las mas importantes fuentes de proteina
animal del mundo. Segin FAO, los productos acuaticos suponen el 17,0 % de la ingesta
de proteina animal mundial y el 6,7 % de toda la proteina consumida. Ademas de ofrecer
proteina de alta calidad, facilmente digestible y conteniendo todos los aminoacidos
esenciales, los alimentos de origen acuatico contienen acidos grasos esenciales Omega-3
(EPA y DHA), vitaminas (D, A y B) y minerales (calcio, iodo, zinc, hierro y selenio). Con
estos valores nutricionales, el pescado y demas especies acuaticas juegan un papel

importante en la correccion de dietas.

La produccion acuatica mundial (acuicultura + pesca) en 2017 fue de 205,6 millones

de toneladas, un 3,5 % mas que el afio anterior.

Del total de productos de origen acuatico, la proporcion dirigida al consumo humano
directo ha pasado del 67 % en 1960 hasta mas del 88 % en 2016. El resto se emplea

principalmente como materia prima para alimentacion animal, incluida la acuicultura.

Estos datos verifican que crece el consumo de proteina animal en todo el planeta, lo
hace de manera incontrolada y por encima de las necesidades biol6gicas y de
sostenibilidad. Actualmente la carne roja o la leche de vaca se encuadran en el top del
sector alimentario con respecto a proteina, pero se estdn buscando alternativas como
pueden ser los insectos, acuicultura o las plantas. Este consumo desmedido de proteinas se
debe al crecimiento de los paises en vias de desarrollo, especialmente Brasil, India y
China. (FAO (2019))

1.5 IMPORTANCIA DE LA PROTEINA EN LA DIETA EN PECES

Las necesidades nutritivas de los peces son similares a las de los animales terrestres.
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Se necesita una cierta cantidad de proteina para asegurar el ritmo de crecimiento y una
variedad de funciones metabolicas y reguladoras fundamentales. Los lipidos son fuente de
energia y acidos grasos esenciales, y se necesitan para la absorcion de las vitaminas
liposolubles, la estructura de las membranas y la sintesis de compuestos reguladores y
hormonas. Las vitaminas y los minerales de la dieta son esenciales para asegurar el
mantenimiento de funciones de las que depende también el estado de salud y el crecimiento.
Los hidratos de carbono no son nutrientes esenciales aungue, segun la especie, pueden ser
utilizados en cantidades relevantes como fuente de energia y contribuir asi, junto a los lipidos,
a optimizar la utilizacion de los aminoacidos para crecimiento. Hay, sin embargo, importantes
diferencias entre los peces y vertebrados terrestres de interés ganadero. Los peces necesitan
mucha menos energia (40kJ/kg/dia) para el mantenimiento de sus funciones que los
homeotermos (300kJ/kg/dia), lo que les hace energéticamente més eficientes. Esto significa
que un pez que consume una dieta normal podra dedicar un promedio del 85% de la energia
digestible para crecimiento, mientras que un homeotermo del mismo peso dedicaria del 30 al
50%. (Castell6 O., (1993)).

Lo primordial de la nutricion de las especies acuaticas es la obtencion de una mixtura
de ingredientes equilibrados nutricionalmente para mantener, crecer, reproducir y obtener una

Optima calidad de la carne y una buena sanidad de los peces con un coste relativamente bajo.

En la actualidad, la proteina es uno de los elementos de mayor interés para la dieta de
los peces y crustaceos aunque, a su vez, uno de los mas problematicos. Es necesario el
aumento de la proteina para un maximo crecimiento y simultineamente necesitan menor
energia para su mantenimiento y crecimiento (lo que se traduce en menores necesidades
caldricas). Muchos autores exponen que al ser el componente de la dieta mas caro, es un
limitante de la rentabilidad del cultivo (Panchian y Vivekanandan, (1985); Knighhts, (1985)).
Se debe tener el mayor ajuste econémico y nutritivo posible. Las necesidades proteicas son la
suma de las necesidades de los aminoacidos esenciales y los no esenciales, intentando
conseguir las mejores condiciones de sintesis proteica para crecimiento, para esto se debe
conseguir un valor lo méas préximo al optimo, con respecto al balance proteina/energia, en la

que lipidos e hidratos de carbono juegan un papel fundamental.
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Con respecto a las necesidades proteicas de los peces: tienen mayores requerimientos
de proteina en su etapa inicial, con respecto a la fase final de engorde. Si un pez tiene una
dieta deficiente en energia, el pez usara parte de la proteina para cubrir sus necesidades

energeéticas. (Sanchez-Muros et al., (1998))

Las necesidades de proteina de los peces oscilan entre el 35 y 55% de la dieta, segun la
especie y otras circunstancias como la edad, condiciones ambientales y aporte energético de la
dieta. (De la Higuera, M. et all. ((1987). La varianza con la edad y tamafio, los individuos méas
jévenes necesitan mayor concentracion de proteinas a la dieta que peces de mayor tamafio
(Satia, (1994); Cho et al., (1985); Vergara, (1992)) se relaciona con la disminucion de la

capacidad sintética de proteina corporal.

Los peces ingieren alimento hasta saciar sus necesidades caloricas, por lo que lo ideal
es conseguir un equilibrio entre proteina y energia cubriendo las necesidades de aminoacidos
esenciales, energia. Actualmente uno de los factores que determinan la cantidad de proteina a

usar en la dieta es el costo y la disponibilidad de las fuentes de proteina

Para racionar la alimentacion del animal, es importante conocer bien que aminoacidos son
esenciales para la especie, en el caso de este proyecto, se tratara de animales monogastricos, y
para ellos hay dos condiciones que tenemos que tener en cuenta:

- La cantidad global de proteina que se le debe aportar a la dieta debe permitir la
sintesis de aminoacidos no esenciales.

- A su vez, es necesario que los aminoacidos esenciales queden cubiertos en su
totalidad.

Siempre debe de haber una relacion constante entre la cantidad de proteina con la cantidad
de energia aportada, de modo que si aumenta o disminuye algun valor, el otro debe afectarse

en igual proporcion.
La composicion nutricional del pescado varia de una especie a otra.

La tabla siguiente muestra valores generales de la composicion quimica del pescado en

comparacion con la carne de vacuno (porcentaje de materia fresca).

18
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Tabla 4 Comparacién en los componentes nutritivos entre el pescado y la carne (Stansby,
(1962); Love, (1970))

Carne (musculo

Constituyente Pescado (filete) )
aislado)
] Variacion
Min. Max.
normal
Proteinas 6 16-21 28 20
Lipidos 0.1 0.2-25 67 3
Carbohidratos <0.5 1
Cenizas 04 1.2-15 105 1
Agua 28 66-81 96 75

El pescado es una fuente natural de vitaminas y minerales, variando las cantidades
dependiendo de la especie y la estacion del afio. Se puede afirmar, que el pescado aporta
vitaminas A, B y D en cantidades similares a la carne de los mamiferos, aunque el aporte de
las vitaminas liposolubles es mayor cuanto mayor nivel de grasa tengan los peces,
concentrandose especialmente en el higado. Haciendo referencia a los minerales, el pescado
es una fuente importante de hierro, cobre, calcio y fosforo aportando ademas yodo los peces
de agua salada.

Tabla5 Constituyentes minerales del pescado. (Murray y Burt, (1969))

Valor promedio

Elemento (mg/100g) Rango (mg/1009)
Sodio 72 30-134
Potasio 278 19 - 502
Calcio 79 19 - 881
Magnesio 38 4,5 - 452

Fosforo 190 68 - 550
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1.6 HARINA DE PESCADO, PROBLEMATICA Y SOLUCIONES.

La harina de pescado es un producto obtenido del procesamiento de pescados, donde
se elimina su contenido de agua y aceite. Esta harina de pescado, proporciona una fuente
concentrada de proteina de alta calidad y una grasa rica en acidos grasos omega-3, DHA y
EPA.

Es un producto que ofrece muchos beneficios en la nutricion animal ya que aporta
muchos proteinas y nutrientes; como ingrediente de alimentos para aves, aves ponedoras,
cerdos, rumiantes, vacas lecheras, ganado vacuno, ovino, y animales acuaticos (camaron,
pescado y otros), promoviendo su rapido crecimiento, su mejor nutricion, la mejora de la

fertilidad y la notoria disminucion de posibilidades de enfermedades.

Otras de las caracteristicas que posee este alimento es la buena palatabilidad para los
peces, lo que asegura que la ingesta sea adecuada y a su vez, aporta gran cantidad de

minerales (como fosforo asimilable). (Castello, O. (1993))

La harina de pescado se produce de la captura de peces para los cuales existe poca o
ninguna demanda para el consumo humano y también de desechos de pescado generados
durante el procesamiento de pescado para la alimentacion humana, por ejemplo, la anchoveta,
el jurel, el menhaden, el capelan y el lanzon. Entre el 10% y 15% de la harina de pescado del
mundo es producida de desechos, utilizandose las partes mas grasas, como el higado, para
para la produccién de aceite, por ejemplo, el higado de bacalao. Su aspecto es normalmente
un polvo o harina marrén compuesto normalmente por entre 60% y 72% de proteina, entre
5% y 12% de grasa y entre 10% y 20% de ceniza. Practicamente toda la harina de pescado se
utiliza como ingrediente de alto valor proteico en la alimentacion de animales terrestres de
crianza y para peces de criadero. Estas harinas suponen una buena fuente de energia en la

alimentacion. (Marifio, S., et all. (2012))
Sin embargo, actualmente la harina de pescado presenta serios problemas que la hacen

una fuente econémicamente y medioambientalmente insostenible.

Por un lado, se fueron introduciendo especies nuevas, de las que la mayoria se usaba

para la elaboracién de harina de pescado, lo que provocé un incremento acusado del precio.
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Otro de los graves problemas es que la industria de la acuicultura estd agotando las
especies clave y causando problemas ambientales al pescar mas abajo en la cadena
alimentaria. El “wasteful fishmeal and fish oil” (“industria de la harina de pescado y el aceite
de pescado”) FMFO utilizado en alimentos acuicolas utiliza pequefios peces forrajeros
(incluidas sardinas, anchoas, caballas y arenques) y crustaceos (principalmente krill) que
constituyen un vinculo critico en las redes alimentarias marinas. Casi el 70% de los peces
forrajeros desembarcados se transforman en FMFO, lo que representa aproximadamente el

20% de la captura total mundial de peces silvestres.

Las pesquerias forrajeras estan afectando a la seguridad alimentaria y a los medios de
vida de las comunidades costeras. EI 90% del pescado utilizado en FMFO podria usarse
directamente para consumo humano, ya que proviene de pescado alimenticio principalmente.
La produccion de FMFO para peces de cultivo es insostenible y no se justifican las
afirmaciones de mejorar las credenciales ambientales. A pesar de los compromisos para
reducir la dependencia de la proteina del pescado y aumentar la sostenibilidad y la
transparencia, los productores de harina de pescado y las principales compafiias de alimentos
acuicolas divulgan poca informacion sobre el origen, la cantidad o la sostenibilidad del
pescado capturado en la naturaleza (Statista (2019)). Anualmente, se producen 52 millones de
toneladas de pescado en todo el mundo en sistemas de acuicultura intensiva. (Baishaw, S. et
all. (2007)).

1.7 ALTERNATIVAS DE LA HARINA DE PESCADO.

Para conseguir la mayor semejanza posible con respecto a la harina de pescado, se debe de

tener en cuenta los siguientes criterios (Higuera y Cardenete, (1987)):

- Para la sustitucién de la harina de pescado se debe de tener suficiente proteina, sin que
suponga desequilibrios para el resto de componentes de la dieta.

- Debe de haber un equilibrio entre los aminoacidos esenciales y sus digestibilidades,
para la especie en cuestion.

- Control del alimento a medida que pasa por los procesos tecnoldgicos y el modo en

que afecta a la disponibilidad de la proteina.
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- Debe ser medioambientalmente sostenible y econdmica (Sanchez-Muros et. al.,
(2014))

1.7.1 Proteinas de origen animal.

Son compuestos de subproductos de industrias y que son inutilizables para los
humanos. Se usan como fuente de proteina secundaria, y en una mezcla de alrededor el 20%
de contenido. Normalmente son productos de matadero que tienen una elevada concentracion
de proteina lo que conlleva a una menor digestibilidad y a su vez también tiene una menor

concentracion de &cidos esenciales (Moshen y Lovell, (1990); Fawler, (1990)).

Otro de los compuestos que cabe destacar son las harinas de invertebrados, que se
encuentran entre las proteinas animales menos convencionales, como por ejemplo el Krill,
que ha llevado a considerar el uso de harinas de crustaceos en dietas para peces con resultados
muy buenos (Steffens y Albreteh, (1985); Akiyama et al, (1984); Shimizu et al., (1990)), pero

depende de la productividad del medio natural y de la pesca.

Otros invertebrados usados experimentalmente han sido lombrices en especial Eisenia
fetida, pero se ha llegado a la conclusidén que en grandes cantidades no son bien toleradas,
aungue en niveles mas bajos si tiene un efecto positivo ya que promueve el crecimiento de los
peces (Akiyama et all., (1984); Stafford y Tacon, (1985); Velasquez et al., (1991))

La harina de lombriz tiene por ejemplo, una menor palatabilidad y puede tener factores

antinutritivos o contaminantes (Cardenete et all., (1991)).

Otra de las harinas que actualmente despierta mucho interés es la harina de
subproductos avicolas (PMB), que es una fuente alta en proteinas comdnmente utilizada en

alimentos para animales domésticos.

La “Association of American Feed Control Officials” define PBM como el ‘molido,
renderizado, de partes limpias de la carcasa de aves de corral sacrificadas, como cuellos,
cabezas, pies, huevos no desarrollados, mollejas e intestinos (sin contenido), sin incluir

plumas (excepto en cantidades minimas que inevitablemente se procesen) "(AAFCO (2010)).

En los altimos afios, principalmente dos PBM estan disponibles en el mercado: calidad
del alimento y para la calidad del alimento de mascotas. El primero, menos costoso,

generalmente se considera producido a partir de fracciones de subproductos de baja calidad y
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contiene un mayor nivel de cenizas y menor contenido de proteinas (Aldrich (2006); Dozier y
Dale (2005)). EI ultimo, debido a su alto precio y calidad, se utiliza principalmente en

alimentos para mascotas.

Hoy en dia, debido a su alta calidad nutricional, gran disponibilidad y palatabilidad, la
PBM tiene un potencial considerable como ingrediente alimenticio para la acuicultura,

proporcionando un ahorro sustancial en el costo del alimento (Hernandez et al. (2010)).

1.7.2 Proteinas de origen vegetal

Los vegetales son un grupo de materias primas de alta competitividad para incluir en
piensos. Dos de los factores para su uso como principal sustitutivo de harina de pescado son
su alta productividad y su aprovechamiento. Sin embargo, presentan varios inconvenientes, en
primer lugar su contenido en proteina en comparacion con la harina de pescado es bastante
inferior y son deficientes en aminoacidos esenciales. Otro inconveniente es una inferior

palatabilidad, lo que produce un menor nivel de ingesta.

Las materias vegetales con mayor aptitud para sustituir la harian de pescado son las
leguminosas, las oleaginosas y los concentrados proteicos precedentes de subproductos
industriales. En cualquier caso, la inclusion de productos vegetales en piensos queda limitado
al aporte energético y aporte de proteina secundario, esto es, que no suministre mas de 25%
de la proteina de la racion. En caso contrario, el crecimiento del pez queda restringido (Murai,
(1992)) debido, a un mal balance de aminoéacidos, baja palatabilidad y presencia de factores

antinutritivos.

Con respecto al uso de la harina de soja, ya que es la mas usada en la alimentacion
piscicola, puede decirse que posee un alto contenido en proteina y un buen perfil
aminoacidico. Todo esto unido a un tratamiento adecuado de su semilla para eliminar factores
antinutritivos garantiza una disponibilidad de aminoacidos suficiente para conseguir un
desarrollo aceptable. Sin embargo, el precio al que se comercializa la harina de soja es
demasiado elevado para que sea rentable.

Otras materias vegetales probadas como fuentes de proteinas son la colza (Hilton y
Slinger, (1981)), la semilla de algodon (Anwar et al., (1982)) y el gluten de maiz (Moyano et
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al., (1992)). Los principales inconvenientes de estos casos, son la mala digestibilidad, la baja

palatabilidad y mal balance de los aminoacidos.

Las fuentes de proteinas vegetales son reconocidas como la mejor fuente para
reemplazar la harina de pescado; pero tienen una serie de caracteristicas contrastantes con las
de la harina de pescado debido a que: los ingredientes de las plantas son deficientes en ciertos
Aminodcidos esenciales (EAA), tienen baja digestibilidad de nutrientes, menor
biodisponibilidad de nutrientes y palatabilidad debido a los excesivos grados de carbohidratos
no solubles que consisten en fibra y almidon. Estos caracteres de evaluacion atribuidos a las
proteinas vegetales han generado la controversia entre los nutricionistas de piensos, asi como
en la manera de poder reemplazar la harina de pescado. De acuerdo con las evidencias
disponibles de los resultados de la investigacion, se descubrié que las proteinas vegetales
pueden reemplazar la harina de pescado, ya sea en parte o por completo, en algunas especies

omnivoras.

Se han experimentado con piensos de proteinas vegetales en varios animales acuaticos
como la trucha arcoiris (Gomes et al., (1995); Adelizi et al., (1998); De Francesco et al.,
(2004); Snyder et al., (2012)), Lubina europea (Dias et al., (1997)), dorada (Gémez-Requeni

et al., (2004)) y varias especies marinas mas.

Actualmente la soja es la fuente vegetal mas usada y permite una sustitucion de la harina de
pescado hasta del 40% (Lim, C y Dominy, W., (1990)).

1.7.3 Proteinas de animales unicelulares.

De forma alternativa, las proteinas unicelulares, principalmente levaduras, microalgas
y bacterias, muestran un gran potencial para la acuicultura. En la actualidad, las células de
levaduras que son cominmente mezclados con granos secos de las destilerias para su uso en
piensos de animales terrestres; sin embargo, su alto contenido de fibra limita su uso en la

acuicultura.

La biomasa bacteriana tiene un gran potencial como proteina de reemplazo para la
acuicultura. Actualmente se estd usando Methylobacterium extorquens (bacteria), en una
nueva plataforma de biocatélisis de alta produccion, como una fuente efectiva de proteina
para los piensos acuicolas. Los cientificos probaron esta fuente de proteina unicelular en la

alimentacion en algunas especies acuicolas. Como conclusion puede afiadirse que la
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produccion de proteinas unicelulares es una proteina alternativa potencial de alta calidad a la
harina de pescado, y tiene el potencial de estabilizar el aumento de los costos de los piensos
acuicolas y resolver el problema de sobrepesca de peces pelagicos para su uso en la harina de
pescado (Tlusty M, et al. ((2017))

Los microorganismos unicelulares presentan una serie de ventajas como fuentes de
proteinas (Kihlberg, (1972)):

- Su contenido en proteina se encuentra en torno a un 40-70%
- Presentan una alta velocidad de reproduccion.
- Su manipulacién genética es sencilla, lo que permite que su modifique su valor nutritivo.

- Constituyen una fuente de vitamina C y de acidos grasos esenciales importante (Kauschik,
(1990)).

Por otro lado, se observa que un aporte de nitrégeno procedente de acidos nucleicos
produce alteraciones a nivel hepatico y hematoldgico, acumulaciones anormales de &cido
arico. Ademas, muchas bacterias son deficientes en aminoacidos azufrados y la mayoria
requieren de un tratamiento especial para romper su pared celular y poder mejorar su
digestibilidad (Murray y Marchant, (1986))

1.8 HARINA DE INSECTOS

A lo largo de los afios, la entomofagia practicada por las culturas de en diversas partes
del mundo ha llevado a muchos nutricionistas a evaluar sus aportes como alimento (Ramos-
Elorduy, J. et al, (1998)), concluyendo que la mayoria de los insectos poseen, un aporte

similar al de la carne.

El valor de una serie de especies de insectos se ha evaluado como alimento potencial
para aves de corral u otros animales productores de alimentos. Se han publicado analisis
exhaustivos, que incluyen ensayos de alimentacion con ratas, aves y peces, utilizando larvas
de mosca doméstica Musca domestica (L.), pupas de gusanos de seda Bombyx mori (L.) y
grillos mormones, Anabrus simplex (H). En estos estudios Se ha evaluado el valor nutricional
de las harinas de insectos secas cuando fueron alimentadas como la fuente primaria o Unica de

la dieta. Estos datos son especialmente importantes ya que representan evaluaciones de la
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calidad de la proteina del insecto. La mayoria de estos datos han sido publicados en revistas

de nutricidn y ciencia animal. (Barker et al., (1998))

El nutriente en mayor concentracion generalmente es la proteina, lo cual se explica por el
exoesqueleto rico en proteinas de los insectos. Contenido de proteinas crudas, varian del 21%
para las larvas de Traqui del rimador de Oileus pasalidas, al 80% para las polillas gitanas
hembras adultas, Lymantria dispar (L.) (Bukkens, (1997)).

Wang et al. ((2007)) han estudiado el valor nutritivo del saltamontes Acrida cinerea,
(DeFoliart et al., (1982)) han estudiado el grillo mormoén Anabrus simplex, (Nakagaki y
DeFoliart, (1987)) el grillo domeéstico Acheta domesticus y seis especies de larvas de
lepidopteros (Landry et al., (1986)).

Por otra parte, Ramos-Elorduy et al. ((1998)), ha analizado 104 especies distintas de
insectos tanto acuaticos como terrestres, pertenecientes a diez 6rdenes diferentes. El contenido
proteico variaba desde el 9,5% (Myrmecosistus melliger) al 77% (Melanoplus mexicanus). En
general, las fases larvarias de los insectos se caracterizan por contener menor proporcion de

proteina y mayor de grasa gque los adultos.

También se ha descrito que el contenido de aminoacidos mas similar al de la harina de
pescado (metionina 1,6%, lisina 0,5% vy cisteina 1,6%) es el de la harina del saltamontes
Acrida cinerea (metionina 1,7%, lisina 0,7% y cisteina 3,8%) (Wang et al, (2007)).

El valor nutritivo de las harinas de las dos especies de insectos en este trabajo se

contempla en la siguiente tabla:

Tabla 6 Valor nutritivo de las harinas de insecto. (USDA National Nutrient Databas, (2015);
Bukkens, (1997); Finke, (2007); Finke, (2013); Ramos-Elorduy et al., (1997))

Nombre Preparacion Humedad % Proteina Grasa Fibra Ceniza
Hermetia Secado, 3.8 49.0 32.6 6.7 8.6
illucens molido vy

no ayuno

Tenebrio Crudo, 63.7 65.3 14.9 20.4 3.3
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molitor(adulto) ayuno
Tenebrio Crudo, 61.9 49.1 35.0 6.6 2.4

molitor(larva) ayuno

Uno de los inconvenientes que presenta la harina de insectos es el perfil de acidos grasos.
Mientras que la harina de pescado es rica en acidos grasos de cadena larga n-3 los insectos
son ricos en acidos grasos n-6 (21) y esto limita el nivel de sustitucién de la harina de pescado
en piensos para peces. Sin embargo el perfil de acidos grasos del insecto se puede manipular a
través de la alimentacién (22). Barroso et al., (23, 11) aumentaron el contenido de en acidos grasos

de cadena larga n-3 en hermetia alimentada con desperdicios de peces (22)
Haciendo una mayor referencia a los insectos a tratar se resume con respecto a cada uno:

La mosca soldado negra H. illucens (Linnaeus (1758)) es una mosca (Diptera) de la
familia Stratiomyidae. Es nativa de lo tropical, Zonas templadas subtropicales y templadas de

América, aunque ahora esta muy extendida en zonas tropicales y templadas mas calidas,

La mosca adulta es negra, con forma de avispa y 15-20 mm de largo (Hardouin y
Mahoux, (2003)). Las larvas pueden alcanzar hasta 27 mm de longitud y 6 mm de ancho y
pesar hasta 220 mg en su Ultima etapa larval. Tienen un color opaco y blanquecino (Diclaro y
Kaufman, (2009)). Las larvas pueden alimentarse rapidamente, de 25 a 500 mg de materia
fresca / larva / dia, y de una amplia gama de materiales organicos en descomposicion, como
frutas y verduras podridas, granos de café pulpa, granos destiladores, despojos de pescado y
particularmente estiércol animal y excreta humana (Hardouin y Mahoux, (2003); Diener et al.,
(2011); van Huis et al., (2013))

La mosca soldado negra es extremadamente resistente, es una especie capaz de lidiar con
condiciones ambientales exigentes, como sequia, escasez de alimentos o deficiencia de
oxigeno (Diener et al., (2011)). Una ventaja importante de H. illucens sobre otras especies de
insectos utilizadas para la produccion de biomasa es que el adulto no se alimenta y, por lo
tanto, no requiere un cuidado particular y no es portador de enfermedades. Un aspecto muy
importante es que las larvas pueden reducir la acumulacion de estiércol de gallina ponedora o
de cerdo en un 50% o mas sin usar recursos adicionales incluyendo energia (Sheppard et al.,
(1994); Barry, (2004); Newton et al., (2005)).

Con respecto al otro insecto sobre el que se desarrolla este proyecto es el tenebrio.
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Los escarabajos del gusano de la harina son autoctonos de Europa, aunque ahora estan
distribuidos en todo el mundo. T. molitor es una plaga, pero a menudo no tienen mucha
importancia ya que sus poblaciones son bastante pequefias (Ramos-Elorduy et al., (2002)).
Los gusanos de la harina son faciles de criar y alimentar y tienen un valioso perfil de
proteinas. Por estas razones, se producen industrialmente como alimento para mascotas,
incluidos pajaros, reptiles, pequefios mamiferos, anfibios y peces. Por lo general, se alimentan
en vivo, pero también en seco o en polvo (Aguilar-Miranda et al., (2002); Hardouin y
Mahoux, (2003); Veldkamp et al., (2012)). El ciclo de vida de T. molitor es de longitud
variable, de 280 a 630 dias. Las larvas eclosionan después de 10-12 dias (a 18-20° C) y
maduran después de un namero variable de etapas (8 a 20), generalmente después de 3 a 4
meses (a temperatura ambiente).

La etapa de larva puede durar hasta 18 meses. La larva madura es de un color amarillo-
marrén claro, mide 20-32 mm de largo y pesa 130-160 mg. Los productores comerciales de
gusanos de la harina a veces incluyen una hormona juvenil en el alimento para prevenir que
las larvas de muden a adultos, dando lugar a gusanos de la harina "gigantes™ que pueden
alcanzar una longitud de 2 cm o més. (Finke, (2002)).

Los gusanos de la harina son omnivoros y pueden comer todo tipo de material vegetal, asi
como productos animales, como carne y plumas. (Ramos-Elorduy et al., (2002)). Por lo
general, se alimentan con salvado de cereal o harina (trigo, avena, maiz) (Aguilar-Miranda et
al., (2002); Hardouin y Mahoux, (2003))
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Lubina (Dicentrarchus Labrax)




Universidad de Almeria Maria Reyes Ruiz 30
EFECTO EN EL CRECIMIENTO E INDICES NUTRITIVOS DE LA SUSTITUCION DE HARINADE
PESCADO POR HARINA DE INSECTO EN LUBINA (Dicentrarchus Labrax)

2. LUBINA (DICENTRARCHUS
LABRAX)

La lubina, lobina, rébalo o robaliza (Dicentrarchus labrax) es una especie de pez, sin que
tenga reconocidas ninguna subespecie. Su lugar de encuentro estad en el mar Mediterraneo y
el océano Atléantico, y desde las costas africanas (Senegal) hasta Noruega. Se trata de un

pescado blanco muy apreciado por su valor culinario y por su pesca deportiva.

Figura 6 Descripcion taxonomica de la lubina (Linnaeus, (1758))

| Taxonomic Hierarch)
Kmngadom Anymalia - Animal ammasis animats

Sutkangdom Suateria

Infrakingdom DOgusarostoma

Phykam Cherdata ~ cordés, cordato, chordates
Sunphylum Verlabusts ~ vensnrado, verlsbrds yertabrales
ifraphyium Qoalhosiomata
Suparclass Actinpoterygl - ray-finned fishes, spiry rayed fisnes, POESon epinew, POISSONS 3 N3geores rayonnees

Class eenntal

Supecorcer Acanthootarygk

Qrdar Percormes - perch-tke fishes
Suborder Porcoce
Family Moronigae - temperate badses bars lobnas noredias
Genus Dicsnrarchus GH, 1860
Species Dicentrarchus tabray (Linnaeus 1758) — European seabass, sea bass, whits salmen

* Se describe y desglosa la clasificacion jerarquica de la especie de la que se basa este

estudio, recogida en el ITIS (Integrated Taxonomic Information System)

2.1 Caracteristicas morfo-bioldgicas:

La especie de la que trata este estudio, tiene un cuerpo alargado, poco comprimido y
rechoncho. Posee dos espinas planas en el opérculo, preopérculo con espinas grandes hacia
adelante. Tienen un aparato bucal terminal con dientes vomerianos en una banda semicircular.
Con respecto a las aletas, consta de dos dorsales separadas; la primera con 8 a 10 espinas y la
segunda con 1 espina y 12 o 13 rayos blandos, una aleta anal con 3 espinas y de 10 a 12 rayos
blandos y una aleta caudal moderadamente bifurcada. Escamas pequerfias con la linea lateral
completa con 62 a 74. Su coloracion es gris-plateado con reflejos azulados por el dorso, y
flancos y vientre plateados. Los juveniles pueden tener algunos puntos oscuros sobre la parte
superior del cuerpo y los adultos nunca presentan estas punteaciones. Parte superior del

opérculo con mancha negruzca. Segun la publicacion Manual de identificacion de especies


https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
https://es.wikipedia.org/wiki/Pisces
https://es.wikipedia.org/wiki/Mar_Mediterr%C3%A1neo
https://es.wikipedia.org/wiki/Oc%C3%A9ano_Atl%C3%A1ntico
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81frica
https://es.wikipedia.org/wiki/Senegal
https://es.wikipedia.org/wiki/Noruega
https://es.wikipedia.org/wiki/Pesca_deportiva
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pesqueras de interés comercial en Andalucia de la Consejeria de Agricultura y Pesca de la
Junta de Andalucia (2004) y segun FAO.

Figura 7 Descripcion morfologica de la lubina (Linnaeus, (1758)). lustracion: A.M. Arias.

9 radios duros
mancha

negra

1 radio duro
+11 blandos

3 radios duros
+11 blandos

2.2 Adaptaciones del aparato digestivo

Dicentrarchus labrax es una especie carnivora muy voraz que se alimenta de
invertebrados, peces y crustaceos. Suele cazar por las noches (Stickney, R.R. (2000)).
Ademas, la lubina esta dotada de branquias cortantes, con las que golpean a sus presas con el
fin de dejarlas moribundas. Otro punto fuerte de la lubina es la amplitud de su boca, capaz de
ingerir presas de gran tamafio, mediante la succiéon de grandes cantidades de agua que purga

mediante la apertura simultanea de sus agallas. (Prieto, C. (2016))

2.3 Mercado.

La lubina (Dicentrarchus labrax) ocupa un lugar importante en los primeros puestos

de especies cultivadas en el mundo.

Su hébitat se encuentra muy repartido, por lo que es comun que su mercado sea muy
amplio, los principales mercados mundiales son Francia, Reino unido y Espafia con 3428, 682
y 559 Tm. En general las capturas de lubina se han reducido a medida que iban pasando los

afios, un ejemplo lo tenemos en la disminucion de lubina de 2013 a 2015 que fue de un 33%.
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Se puede aportar un balance comercial en el que se aprecian las importaciones y las

exportaciones, tanto en cantidad como en valor monetario.

Tabla 7 Principales especies producidas mediante acuicultura en la unién europea, por
toneladas, en 2017 (FAO (2019) Direccidon general de aduanas)

Importaciones Exportaciones Tasa de
Afos Cantidad Valor Cantidad Valor cobertura (%)
® (miles ) (miles
€ €
2014 9.587 40.074 5.753 39.936 99,66
2015 8.078 34.974 6.710 45.349 129,66
2016 9.262 39.732 8.154 56.947 143,33

* La balanza comercial es solo de lubina fresca o refrigerada, de lubina congelada no hay

datos significativos.

En el afio 2016, el 90% de la exportacion de lubina fresca o refrigerada va destinada a
la Unidn Europea, entre los paises que destacan: Portugal con un 48%, Francia con un 18% e

Italia 12% del volumen total.

Con respecto a los precios en origen que ha adquirido en el mercado la lubina,
presentan un aumento a lo largo de todo el periodo, en 2016 aument6 un 8% en comparacion
con el afio 2014, pasando de 5,60 €/Kg. a 6,08 €/Kg.

Tabla 8 Precios en origen del trienio 2014-2016 en lubina extractiva y de acuicultura.

Fuente: Secretaria general de pesca. Observatorio de cadena alimentaria MAPAMA (2018)

Precios en origen 2014 2015 2016
(€/Kg)
Lubina extractiva 11,44 12,18 12,58

Lubina acuicultura 5,60 5,57 6,08
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Se ha de afiadir que el consumo de pescado en los hogares se encuentra en aumento

afo tras afio.

En el mercado se debe afiadir el valor extra que tiene su crianza ya que, técnicamente,
la cria de la lubina requiere de unas temperaturas medias-altas, lo cual obliga a disponer de
sistemas para calentar el agua en las instalaciones en las que no se alcance el valor necesario

para la supervivencias de las especies.

Como conclusidn la lubina tiene un buen mercado tanto nacional como internacional y
su valor se ve incrementado a medida que pasan los afios, ya es tiene una relativa facilidad de

manipulacion.

2.4 Explicacion del empleo de lubina. Oportunidades.

Existen varios motivos por los que se eligié la lubina como especie para llevar a cabo
este estudio. En primer lugar, su alimentacion no es muy compleja, ya que se alimenta de gran
variedad de animales de su habitat. Ademas de esto, se trata de una especie con una gran
capacidad para adaptarse a ambientes muy diversos, lo cual hace posible su cria en muchos

sistemas y se debe sefialar que tiene una elevada supervivencia en jaulas.

Con respecto a las oportunidades que tiene en Almeria, al tratarse de una provincia
con una gran cantidad de costa, dispone de un sistema eficiente y completo de produccion
intensiva de lubina. Actualmente se especula que Almeria producird 3000 toneladas de lubina
en 24 jaulas para la cria y engorde, segun recoge la revista “Europa Azul” (revista de

economia Maritima)

33



Universidad de Almeria Maria Reyes Ruiz 34
EFECTO EN EL CRECIMIENTO E INDICES NUTRITIVOS DE LA SUSTITUCION DE HARINADE
PESCADO POR HARINA DE INSECTO EN LUBINA (Dicentrarchus Labrax)

Objetivos
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3.  OBJETIVOS

Con respecto a la problemética actual en el aumento de la explotacién intensiva de animales
de carne y leche, el desarrollo de la produccion piscicola, y la prohibicién de incluir harinas
de carne en los piensos de animales, han creado una fuerte demanda de harina de pescado,
como fuente de proteinas de alto valor bioldgico. Por otra parte, la sobreexplotacion de los
caladeros y degradacion del medio marino han provocado una disminucién en la produccién
de esta materia prima. La sustitucion por fuentes proteicas de origen vegetal sélo es posible en
parte, por lo que se proponen los insectos como una nueva alternativa a la harina de pescado.
Este TFG re realiza dentro de un proyecto de investigacion titulado “ESTUDIO DEL
APROVECHAMIENTO DE LOS DESCARTESDE LA FLOTA DE ARRASTRE Y CERCO
PARA SU USO ENAGROGANADERIA”.

Se utilizara concretamente una de las larvas méas usadas para la alimentacion, en forma de
harina de tenebrio (Tenebrio molitor) y 2 tipos de harina de Hermetia (Hermetia illucens) y
para la evaluacion de dicha harina se empleard la especie acuicola: Lubina (Dicentrarchus

labrax).
El objetivo principal que se ha propuesto es:

- Estudiar el efecto de la sustitucion de harina de pescado por harina de insecto
(Tenebrio molitor y Hermetia illucens) para lubina (Dicentrarchus labrax)
Para lo que se desarrollan los siguientes objetivos parciales:

- Evaluar los indices de crecimiento y nutritivos

- Determinar el efecto de los piensos en la composicién del musculo de las lubinas.

- Determinar si la harina de larva obtenida de hermetia criada de descartes de pescado

mejora los indices de crecimiento del pez.
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Especificaciones y requerimientos
técnicos
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ESPECIFICACIONES Y

REQUERIMIENTOS TECNICOS

4.1 DISENO EXPERIMENTAL

Para evaluar la harina de insectos se formularon 5 dietas sustituyendo la harina de

pescado por diferentes niveles de harina de insecto, obtenida a partir de larvas de Tenebrio

molitor, mas conocido como gusano de la harina y de Hermetia (Hermetia illucens).

Ademas se utilizé larvas de hermetia alimentada con descartes de pescado para mejorar el

perfil de acidos grasos de la harina obtenida, ya que el perfil de acidos grados de los

insectos es pobre en acidos grasos poliinsaturados de cadena larga.

La eleccion de estas larvas se debi6 a:

La comercializacion facil: se comercializa en tiendas de animales como
alimento de otros animales como aves o reptiles.

Una produccion sencilla: con poco alimento que se le proporciona (salvado de
cereal 0 pan) y un poco de fruta (como manzana) por el tema de obtencion de
liquido.

Es una via de salida para la sobreexplotacion pesquera y abriria nuevas puertas
a la acuicultura.

Es uno de los insectos que se encuentran permitidos por el Reglamento (UE)
2015/2283 del Parlamento Europeo y del Consejo de 25 de noviembre de 2015
relativo a los nuevos alimentos, por el que se modifica el Reglamento (UE) n°
1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo y se derogan el Reglamento
(CE) n° 258/97 del Parlamento Europeo y del Consejo y el Reglamento (CE) n°
1852/2001 de la Comision.

Se prepararon seis piensos diferentes para las lubinas:

Pienso control (C)
Pienso comercial (Com): Cedido por la empresa que proporciono las lubinas.
Pienso de 50% de Tenebrio (T50)

37



Universidad de Almeria Maria Reyes Ruiz
EFECTO EN EL CRECIMIENTO E INDICES NUTRITIVOS DE LA SUSTITUCION DE HARINADE
PESCADO POR HARINA DE INSECTO EN LUBINA (Dicentrarchus Labrax)

- Pienso de 30% de Hermetia (H30)
- Pienso de 50% de Hermetia (H50)

- Pienso de 50 % de Hermetia mejorada (H50m)
En la tabla 9 se detalla la composicion de las dietas experimentales.

Tabla9 Composicion de los diferentes piensos empleados para la alimentacion de los peces.

Control T50 H30 H50 H50m
Harina de 35,9 18 25,3 17,95 17,95
pescado LT
H. illucens 0,0 0,0 10,9 17,95 0,0
H. illucens 0,0 0,0 0,0 0,0 17,95
mejorada
T. Molitor 0,0 18 0,0 0,0 0,0
Gluten trigo 10,5 11,9 13 15,4 15
Torta de soja 15,5 17 17,5 18,3 18,3
Aceite pescado 12,2 9 10,4 9,5 9,7
Lecitina soja 1,3 0,5 1,0 0,5 0,5
Harina trigo 16,6 17,6 13,9 12,4 12,6
Vitaminas y 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
minerales
Goma guar 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Hemoglobina 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Proteina 42,49 42,50 42,48 42,51 42,52
Lipidos 18,49 18,46 18,54 18,49 18,53
HC 16,43 17,65 15,30 18,49 14,814
Energia 16,83 17,02 16,66 16,54 16,57

Composicion (g Kg™
DM)

Materiaseca ~ 94.0+0.14  93.720.07 922%0.14 90.6+0.07 90.7£0.07
(%)
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Ceniza (%) 8.49 + 0.07 6.60+0.14 6.85+049 7.65+0.07 7.50%0.00

Materia 85.6 £0.07 87.7+0.21 854+035 829+0.14 83.2+0.07
organica (%)

Proteina cruda 57.6 + 0.04 579+035 589+121 57.7+£059 59.0%+0.11
(%)

* T50: Tenebrio 50%; H30: Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: Hermetia 50%

mejorada; Com: Comercial. Los valores representados estan con sus respectivos errores.

La tabla se encuentra recogida en el Anexo | de este documento, perteneciente al
articulo publicado en relacion a este estudio con titulo “Nutritional and Growth Effect of
Insect Meal Inclusion on Seabass (Dicentrarchuss labrax) Feeds”

Cada tratamiento se realiz6 por triplicado. El pienso fue suministrado de manera
manual durante un periodo de 49 dias. Los peces se encuentran en cubas de 250L repartidos
en lotes de 20 peces por cada cuba. Durante el periodo de alimentacion se mantuvo la
temperatura del agua constante (20°C). Los peces fueron alimentados “ad libitum”(a

voluntad) una vez al dia.

4.2 TOMA DE MUESTRAS

Para el estudio de los efectos de la dieta sobre cada pez, se realizaron dos muestreos:
al principio de la experiencia (dia 0) para pesar y tallar los peces y el segundo al final, dia 49.
En el muestreo final todos los peces fueron tallados y pesados y 360 fueron sacrificados por
sobredosis de anestesia. Se procedio posteriormente a la extraccion y pesado de varias partes
del pescado, como fueron el higado, el intestino y la grasa perivisceral. Previa a cualquier

manipulacion los peces fueron sedados.

Las pesadas se llevaron a cabo en una balanza monoplato con una precision de 0.01g
y las tallas, con un ictiometro de 0.1 cm de precision, en ambos muestreos la toma de datos
fue similar. En el muestro final se debe afadir que se del mismo modo se pesaron ambos
filetes del pescado. Para los posteriores analisis de los higados y el intestino, una vez pesados
y separados en bolsas de monodosis, se introdujeron rapidamente en nitrogeno liquido y se

conservaron a una temperatura de -20°.
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4.3 ANIMALES Y MANTENIMIENTO

Las especies acuicolas empleadas en este proyecto han sido lubinas (Dicentrarchus
labrax), suministradas por la empresa “Predomar S.L.” de Carboneras. Estos animales fueron
transportados desde la piscifactoria hasta los tanques del acuario del Servicio Experimental de
Acuicultura (cédigo REGA UAL/02) de la Universidad de Almeria. Durante el periodo
experimental se mantuvo el oxigeno en niveles optimos y la renovacion del agua que fue
aproximadamente en torno a los 300L/hora en cada cuba. Estas cubas estaban conectadas
entre si mediante tuberias, formando un circuito cerrado por donde circulaba el agua. El
sistema estaba provisto de un complejo circuito de depuracién mediante un skymer, un filtro
de arena, un filtro biolégico y una ldmpara ultravioleta. E circuito de tuberias de las cubas
estaba conectado a un calentador que mantenia el agua a una temperatura préxima a los 20-
22°C. Cada cuba de manera individualizada fue etiquetada con letras para su tratamiento y

con numeros para diferenciar las repeticiones.

Las labores que se desarrollaron con respecto a la alimentacién de las lubinas fue la

siguiente:

- Alimentacién manual una vez al dia, a primeras horas de la mafiana.

- Temperatura constante y controlada.

- Medicion de los niveles de amonio y nitritos del agua

- Limpieza del agua para la eliminacion de los excrementos de los animales y del

posible resto de comida sobrante.

En todo momento, los animales se han tratado con respecto a la Ley 32/2007 del 7 de
noviembre, para el cuidado de los animales, en su explotacidn, transporte, experimentacion y
sacrificio y al Real Decreto 1386/2018, del 19 de noviembre que modifica al Real Decreto
53/2013 del de febrero, por el que se establecen las normas bésicas aplicables para la
proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo

la docencia.
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4.4 METODOS ANALITICOS

4.4.1 Determinacion de la composiciéon de muestras

Para la obtencidn de los componentes de las muestras, se tom6 como referencia el
método WENDEE. El perfil nutricional de BSFL, MWL y peces utilizados en experimentos
se caracterizd de acuerdo con los procedimientos estandar de la Asociacion de Quimicos
Analiticos Oficiales (AOAC, (2005))

Para la preparacion de las muestras de los filetes para su analisis, primero se desecaron
en la estufa a 50°C, liofilizdndolos. EI siguiente paso fue homogeneizarlos en un molino de

malla de Imm.

A continuacion se explican los métodos que se emplearon para la medicion de los

diferentes macronutrientes de las muestras:

- Humedad: En una estufa las muestras se secaron a una temperatura de 105 = 0,5 °C
durante 24 horas aproximadamente. Ademas, se realizd un proceso de liofilizacion,
que consiste en congelar la muestra y posteriormente extraer el agua en una camara de

vacio.

- Cenizas: Se colocaron las muestras de un peso en tornos al medio gramo en un horno
mufla a 500°C durante 12 horas programadas, (AOAC, (2005); #942,05)

- Proteinas: Se us6 el método Kjeldahl, donde las muestras se mineralizaron con éacido
sulfarico usando un digestor Bachi, formando sulfato de amonio que en exceso de
hidroxido de sodio libera amoniaco, por eso siempre se trabaja en la campana
extractora. Como proceso final, este compuesto se valora con &cido clorhidrico para la
determinacion total del nitrégeno recogido. A la cantidad obtenida se le aplica el
factor de 6.25 para calcular la proteina bruta de la muestra. (AOAC, (2005); #954.01)
(Nx6.25)

- Grasa bruta (EE): se determin0 mediante extraccion de éter etilico (técnica Soxhlet) en
el DET-GRAS N. (AOAC, (2005); #920.39). Se debe programar con 3 etapas:
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“Boling”, “Rising” y “Recuperacion”. Son necesarios unos cartuchos blancos y unos

vasos de aluminio donde se recogen las muestras.

Los resultados experimentales se expresaron como medias + DE para tres

determinaciones diferentes. La prueba de Kruskal-Wallis y las comparaciones entre parejas

que utilizan las pruebas de HSD Tukey-Kramer, se realizaron para comparar los resultados de

los indices de rendimiento de los peces, la composicion proximal, el peso de los érganos y la

hidrolisis de proteinas in vitro.

4.4.2 Biometrias

Longitud total

Peso total

Peso tras eviscerar los peces

Peso del higado

Peso del intestino + estdbmago + gonadas + bazo

Peso del musculo

4.4.3 Indices nutricionales y de crecimiento

Los indices nutricionales y biométricos fueron los que se usaron para la valoracion de

cada una de las dietas:

Incremento del peso = Peso final (pf)— peso inicial (pi)

Ingesta total por pez = ingesta total por tanque / n° peces del tanque

Ingesta diaria por pez = ingesta total del pez / dias totales del proyecto (t)

Longitud del pez = longitud final (Lf) — longitud inicial (Li)

Coeficiente de crecimiento diario (DGC) = ((raiz® pf — raiz® pi)/dias)*100

Ingesta de alimento (FI) = (Ingesta diaria pez /peso medio pez) *100

Incremento del peso como porcentaje del Po = ((Pf — Po)/t)*100

Tasa de crecimiento instantanea (SGR) = (Ln Pf — Ln Po)/t) * 100

Factor de conversién (FCA) = alimento ingerido / incremento peso (medido en
gramos)

Eficiencia alimentaria (FCE) = incremento peso pez / peso ingerido total
Incremento peso pez por ingesta proteica (CEC) = incremento pez / ingesta proteica

Ingesta proteica por pez = ingesta total por pez * PB del pienso (PB = proteina bruta)
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4.5 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS
Los resultados se han expresado como la media con el error estandar correspondiente a

la estimacion.

El tratamiento de los datos se ha realizado mediante una estadistica aplicada para la
comparacion de grupos de datos, se han aplicado un andlisis de la varianza usando el
programa Statgraphics Plus 4.0 (Statistical Graphics Corp., Rockville, Maryland).

Para la correcta estimacién de las posibles diferencias entre las poblaciones de datos se

ha usado un analisis multifactorial de la varianza de via simple (multifactor ANOVA).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La investigacion de la sustitucion de la harina de pescado por la de insecto, no estd muy
estudiada actualmente, y concretamente para la harina de tenebrio y de hermetia no hay
muchas referencias bibliograficas como uso alimenticio para animales, excepto para reptiles.
El insecto es aceptado como alimento, pero dependiendo de unas caracteristicas especificas,
como las quimicas, las nutricionales y las fisicas, en éstas ultimas, se pueden incluir el
tamario, la apariencia y la disponibilidad que se ven relacionadas con los principales criterios
de aceptacion por el pez del alimento, relacionandose con las propiedades organolépticas del
mismo: olor, sabor y textura (Joblinng et al. (2001)). En algunas fuentes de proteina de origen
animal con buen potencial de inclusion en piensos para peces, como es la harina de lombriz,
se han detectado sustancias que disminuyen la ingesta (Tacon et al. (1983), Mackie and
Mitchell, (1985)), concretamente, compuestos como la quinina o la cafeina se han
comprobado que disminuyen la ingesta en varias especies de peces (Mackie and Mitchell,
(1985); Lamb and Finger, (1995)).

5.1 Composicion de los peces

5.1.1 Macronutrientes de la musculatura de los peces

5.1.1.1 Humedad

Aunque el pardmetro de la humedad no es muy relevante, de manera general, inversa al
contenido de lipidos, como es este caso, donde el musculo control ha mostrado un contenido
en humedad menor con respecto a los otros musculos. Como se aprecia en la figura 8, los
valores de “control” y de “comercial” se asemejan Yy presenta valores bajos similares, mientras

que el masculo “H50m” (Hermetia 50 % mejorada) es el que presenta mayor porcentaje.

Figura 8 Porcentaje de humedad que contienen los musculos de los peces alimentados con

las dietas experimentales.
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6,00

5,00

4,00

3,00 -[ T

2,00

1,00

0,00

C T50 H30 H50 H50m Com
|l Humedad 1,74 2,38 2,49 2,80 3,30 2,05

* Los simbolos presentados en la grafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los

datos estan expresados como la media de los valores.

Una vez que se conoce la humedad es posible expresar los resultados de los otros

analisis en funcidn de la materia seca (MS).

5.1.1.2 Cenizas y materia orgdnica

Haciendo un previo analisis sobre este valor, se podria llegar a la conclusién de que el
exoesqueleto de los insectos haria que se alcanzasen valores bajos de cenizas (minerales). El
exoesqueleto externo es aquello que recubre todo el cuerpo de los insectos y de los
artropodos, y estd formado por una sucesion de capas: la epidermis (unicapa celular), la
membrana basal y la cuticula (quitina, antropodina, esclerotina, cera y melanina)
(Merzendorfer y Zimoh, (2003)). Haciendo referencia a los datos obtenidos de los analisis de
las cenizas, en la figura 9, se observan que todos los valores son relativamente similares
menos los obtenidos en el tratamiento H50m, que como anteriormente en la humedad son
ligeramente mas elevados (alrededor del 11%), aunque esta diferencia no es significativa
(p>0.05).

Figura 9  Porcentaje de cenizas (MS) que contienen los diferentes masculos

experimentales.
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* Los simbolos presentados en la grafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:

Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los

datos estan expresados como la media de los valores.

La harina de pescado es un producto obtenido por desecacion de partes de pescado,
pescados enteros o de restos de la industria conservera, por eso, es posible que el contenido

similar de los piensos sea debido a que en todos los casos se realizé el mismo procedimiento.

Figura 10 Porcentaje de materia organica (MS) que contienen los diferentes musculos

experimentales.
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* Los simbolos presentados en la gréfica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los

datos estan expresados como la media de los valores.

En la figura anterior (fig. 10), se muestra el contenido en materia organica obtenido en los
analisis. Como es de esperar, al ser complementario al contenido de cenizas, el mudsculo de
“H50m” es el que menor contenido tiene, mientras que los otros musculos contienen un

contenido muy similar, aunque estas diferencias no son significativas (p>0.05).

5.1.1.3 Grasa bruta

Los valores obtenidos de lipidos se encuentran en torno a porcentajes de entre 16 y 24. El
mayor valor lo recoge el musculo comercial, ya que en él se busca con el pienso
correspondiente una mayor palatabilidad y una mejor absorcion de las vitaminas esenciales, a
su vez también puede mejorar la ganancia de peso, el rendimiento energético del animal y
como consecuencia un retorno econémico. El valor mas bajo es el del musculo con H50, se
pudo comprobar que era uno de los piensos que menos gustaban a las lubinas en la fase de
alimentacion. No se ha encontrado diferencias significativas entre los valores. Se ha
comprobado que los diferentes tipos de lipidos dietarios no afecta al contenido total de lipidos

musculares (Justi et al. 2003; Karapanagiotidis et al. (2007))

Figura 11  Porcentaje de lipidos (MS) que contienen los diferentes mdsculos

experimentales.
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* Los simbolos presentados en la gréfica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los

datos estan expresados como la media de los valores.

5.1.1.4 Proteina bruta

Como se observa en la siguiente gréafica (fig. 12) los valores de proteinas de los musculos
tienen una varianza del alrededor del 6% entre el de mayor y menor valor, se observa una
varianza entre los valores de 72,4% en H50m respecto a los de control, que tienen un 67,9%,
aunque esta diferencia estadistica no es significativa. El contenido proteico obtenido es de
gran porcentaje, ya que los insectos poseen valores elevados de proteinas, aunque tienen
efectos negativos en la digestibilidad (Barroso et al. (2014)). El nivel de proteina de las dietas
experimentales supera las necesidades de proteina para crecimiento y turn-over. Una vez
satisfechas las necesidades de crecimiento el exceso de proteina es utilizado con fines
energéticos y gluconeogénicos (Sanchez-Muros et al., (1996)) Seglin lo expuesto, la
diferencia de porcentaje de proteina entre las dietas no sera un factor que influya en el uso de
proteina por parte del animal, pues a partir de un nivel de inclusién serdn usadas como

nutriente energético. Los valores se encuentran dentro de lo normal en Lubina.

Figura 12 Porcentaje de proteina bruta (MS) que contienen los diferentes musculos

experimentales.
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* Los simbolos presentados en la gréafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los

datos estan expresados como la media de los valores

5.2 Indices productivos y biometria

5.2.1 Ingesta
5.2.1.1 Ingesta total

Como se aprecia en la figura 13, los peces que mas cantidad de pienso ingirieron
fueron los del grupo “control”, ya que fuera posible que tuvieran mejores propiedades
organolépticas, como olor, sabor o textura (Joblinn et al. 2001) por lo que pudimos pensar que
dichos factores podian influir en su ingesta. Los resultados obtenidos parecen corroborar la
hipotesis propuesta. Pero no ocurre lo mismo con el grupo “T50” ya que son los que menores
indices de ingesta han alcanzado, 2.76, con diferencias significativas respecto al grupo control
(p<0,05). Respecto a los otros tratamientos se llega a la conclusion de que se obtienen valores

relativamente similares, en torno al 2.92 y 3.06.

Figura 13 Ingesta total/pez (%) para los diferentes piensos experimentales durante el

experimento.
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* Los simbolos presentados en la gréfica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los

datos estan expresados como la media de los valores.

Existe un mecanismo de control de la ingesta relacionado con el nivel de nutrientes
circulantes en el animal y con contenidos en la dieta, produciéndose una disminucién de la
ingesta si contiene poco o0 mucho de alguno de los nutrientes esenciales (Carter et al., (2001)).
Dada la poca habilidad que tienen los peces para regular la glucosa plasmatica y las bajas
concentraciones de glucosa en tejidos es ldgico llegar a la conclusion que no va a ser un

nutriente, decisivo, en el control de la ingesta (Peter, (1979); Wilson (1996)).

5.2.1.2 Ingesta diaria

La ingesta diaria, como es logico, sigue una pauta similar a la que se expresa en el apartado
anterior. Los peces que mas alimento ingerian eran los del grupo “control” pero muy seguidos
de los del grupo “comercial”, los demas grupos se observa que se mantienen en unos valores
muy similares. Se intentd que todos los grupos comieran mas o menos lo mismo, para el

correcto analisis muscular.

Figura 14 Ingesta diaria/pez para los diferentes piensos experimentales durante el

experimento.
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* Los simbolos presentados en la gréfica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los

datos estan expresados como la media de los valores.

5.2.2 Medidas e indices biométricos de los peces

Uno de los factores que nos indican el desarrollo arménico del animal, son las medidas

y los indices biométricos.
5.2.2.1 Longitud total

La tendencia en la ingesta tiene su expresion tanto en la longitud como en el peso.
Relacionando la longitud total, cabe destacar que no existe gran diversidad entre las

longitudes de los grupos.

Figura 15 Longitud de los diferentes grupos de peces.
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* Los simbolos presentados en la grafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los

datos estan expresados como la media de los valores.

5.2.2.2 Peso total

Al igual que sucedia con la longitud, se esperaba que las diferencias con respecto al peso no
fueran notables entre los diferentes grupos, pero como es posible comprobar existen
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diferencias, entre el grupo control y comercial con los mayores pesos, y los tratamientos con
pesos menores. Las diferencias ademas fueron significativas entre tratamientos con los
menores pesos en los grupos H50 y H50m, ya que hay una diferencia de 5,46 gramos entre el

grupo de mayor peso “comercial” y el grupo de menor peso “H50”.

Figura 16 Peso total de los diferentes grupos de peces.
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* Los simbolos presentados en la grafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los

datos estan expresados como la media de los valores.

5.2.2.3 Peso del filete

Los peces del grupo “control” tienen mas musculo que los peces de los demas grupos,
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), pero no hay diferencias entre los distintos

tratamientos. Hay que afiadir que del grupo comercial no se tienen valores.

Figura 17 Peso de la musculatura de los diferentes grupos de peces.
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* Los simbolos presentados en la grafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los

datos estan expresados como la media de los valores.

5.2.2.4 Peso del higado

De nuevo se encuentran diferencias entre los distintos grupos: los higados mas pequefios
son del grupo “H50m” y “H50”, con diferencias significativas y lo mas grandes son del

“control”.

Figura 18 Peso de los higados de los diferentes grupos de peces.
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* Los simbolos presentados en la gréafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:

Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada. Los datos estan

expresados como la media de los valores.

El indice de crecimiento del higado también se puede relacionar con las grasas ya que

se produce un almacenamiento de lipidos en el mismo, para su posterior digestion, lo que

hace que sea similar al porcentaje de grasa del pez, como se muestra en la figura 20.

5.2.2.5 Peso digestivo

Con respecto al aparato digestivo vemos que la mayoria sigue un patron homogeneo, salvo el

grupo “H50” que son los de menor tamafio, aunque estas diferencias no fueron significativas.

Figura 19 Peso del aparato digestivo de los diferentes grupos de peces.
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* Los simbolos presentados en la gréafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:

Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada. Los datos estan

expresados como la media de los valores
5.2.2.6 Peso de la grasa

Con respecto a la representacion de la grafica correspondiente a la grasa, podemos deducir
que los peces con mayor indice graso, son los que efectivamente pesan mas, los grupos

control y T50 con diferencias significativas respecto al resto de tratamientos en comparacion

con los resultados obtenidos en el muestreo final.
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Figura 20 Peso de la grasas de los diferentes grupos de peces.
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* Los simbolos presentados en la gréafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada. Los datos estan

expresados como la media de los valores.

5.2.2.7 Resumen estadistico de los édrganos de los peces

Para mejorar la visualizacion y hacer un breve resumen con respecto a los 6rganos de

las lubinas, podemos verificar estadisticamente los datos obtenidos:

Tabla 10 Peso de los 6rganos de los diferentes grupos de peces.

Dietas Filete Digestivo Higado Grasa

C 25.16 +6.11 0.98+0.19 0.55+0.15 1.97+£0.75
T50 19.66 + 2.87 0.83+£0.15 0.38+0.11 1.61+0.48
H30 19.55 £ 3.70 0.90£0.24 0.45+0.13 1.20£0.36
H50 17.72 +2.49 0.90+0.32 0.31+0.14 0.72+0.34
H50m 15.25 £ 2.62 0.79+£0.16 0.28 £ 0.06 0.69£0.28

* Los simbolos presentados en la grafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada. Los datos estan
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expresados como la media de los valores y con sus valores de error. Esta tabla se encuentra

recogida a su vez en el anexo |.

El peso del filete del pez control fue mucho mayor que para los otros tratamientos,
pero no se encontraron diferencias estadisticas entre los otros tratamientos, el peso de los
digestivos no mostro diferencias Sin embargo, las dietas experimentales afectaron al peso del

higado y la grasa, de forma significativa.

El peso del higado disminuyé en las dietas de H50m y H50. Con respecto a la grasa,
los peces alimentados con la dieta de control tuvieron un mayor peso, seguido de T50. El
menor peso de grasa fue para las dietas alimentadas con pescado H50 y H50m, mientras que

las alimentadas con H30 obtuvieron valores intermedios.
5.2.2.8 Resumen indices nutritivos y crecimiento

En la siguiente tabla se muestran los valores calculados, con sus respectivos errores, para los

diferentes andlisis que se han realizado en el proyecto:

Tabla 11 indices nutritivos y crecimiento de 6rganos internos. (n=3 media * ED)

Dietas SGR  FCE Fl DGC FCA K PER In. Peso
C 1.88+ 056+ 3.12+ 161+ 177+ 16226+ 125+ 16.10%
0.02° 0.01°  0.07° 0.04°  0.02°  2.85° 0.02°  0.74°
T50 1.64+ 056+ 276+ 138+ 178+ 153.00+ 125+ 13.15%
0.02® 0.01° 0.08° 0.02°  0.03°  4.03% 0.02°  0.48°
H30 152+ 049+ 294+ 126+ 203+ 14648+ 110+ 11.78%
0.05° 004" 0.15®  007° 017° 8.74™ 0.09°  1.19°
H50 095+ 031+ 306+ 076+ 331+ 12626+ 068+ 6.36%
0.15°  0.04°  0.05° 0.12° 0.42°  3.41° 0.09°  1.15°
H50m 1.16+ 038+ 299+ 094+ 267+ 13494+ 084+ 832+
0.13°  0.02° 0.16® 013 014"  7.58“ 0.05°  1.51°

SGR = Tasa especifica de crecimiento; FCE = Eficiencia alimentaria; FI = Ingesta de
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alimento; DGR = Coeficiente de crecimiento diario; FCA = Factor de conversion del
alimento; K = Factor condicion corporal; PER = Ratio de eficiencia proteica; In.Peso =

Incremento del peso del pez

Analizando estadisticamente podemos decir que SGR muestra diferencias estadisticas, el
grupo control es el que mayor valor ha obtenido mientras que en segunda posicion se
encuentran T50 y H50 seguida de H50m, siendo H50 la de menor valor obtenido. Con
respecto a la eficiencia alimentaria, se muestran solo diferencias significativas entre los

grupos C, T50 y H30 con respecto a los otros dos restantes.

Siguiendo con la observacion y comparando los valores de Ingesta de alimento, los grupos
control y H50 (que ha tenido valores mayores), han obtenido diferencias estadisticas frente al
grupo T50, mientras que los grupos H30 y H50m no presentan diferencias con los otros

grupos.

Paralelamente, el crecimiento diario ha obtenido mayor valor el grupo control presentado
diferencias con los demas grupos, donde a su vez los grupos T50 y H30 presentan diferencias

con los grupos H50m y H50, siendo éste el de menor crecimiento diario.

El factor de conversion de alimento se analiza de forma que los grupos C, H50 y H30
presentan las mismas diferencias, pero con los otros dos grupos diferentes, siendo el de mayor
valor el H50. La condicion corporal se descompone analiticamente en la mayor condicion
corporal que es diferente a los demas C, seguido de T50 y como ultimo y menor H50 que

representa el ultimo valor diferente.

Con respecto a las diferencias relacionadas con la proteina se debe se decir que las de
mejor eficiencia fueron C y T50 teniendo valores muy similares, junto con H30 con una leve
diferencia, mientras que los grupos H50 y H50m obtuvieron valores més bajos, siendo la peor
H50.

Como ultimo valor a analizar tenemos el incremento del peso del pez, el cual tiene
diferencias significativas entre los grupos C (siendo este el mayor), los grupos T50 y H30
(representando los puestos segundo y tercero) y los grupos H50 y H50m (teniendo valores
bajos respecto a la comparacion de los otros grupos).
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Pero, con independencia, del desarrollo del proceso y de sus posibles errores
metodoldgicos, se debe tener en consideracion que los procesos eran iguales para todos los

peces y que la mayoria han tenido IC similares.

Figura 21 indice de conversidn de los peces alimentados con los diferentes piensos.
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C T50 H30 H50 H50m Com
| B indice crecimiento 1,77 1,78 2,03 3,31 2,67 1,64

* Los simbolos presentados en la grafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los

datos estan expresados como la media de los valores.

5.2.2.9 Incremento (%) peso

Se observa que continua la tendencia antes descrita, en que los peces alimentados con
pienso “comercial” tienen un mayor incremento de peso, seguido por el pienso “control” , y

como ultimo se encuentra el pienso “H50”

Figura 22 Incremento de peso para los peces alimentados con los diferentes piensos.
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* Los simbolos presentados en la grafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:

Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los

datos estan expresados como la media de los valores.

5.2.2.10 Tasa de crecimiento instantdneo

El posible efecto de los diferentes piensos sobre la tasa de crecimiento instantaneo de

los animales es practicamente igual al determinado en el apartado anterior.

Maria Reyes Ruiz

Figura 23 Incremento instantaneo de peso para los peces alimentados con los diferentes

piensos.
2,5
2
1,5
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0,5
0
C T50 H30 H50 | H50m | Com
M Crecimiento instantaneo| 1,88 1,64 1,52 0,95 1,16 1,91
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* Los simbolos presentados en la gréafica corresponden C: control; T50: Tenebrio 50%; H30:
Hermetia 30%; H50: Hermetia 50%; H50m: hermetia 50% mejorada; Com: Comercial. Los
datos estan expresados como la media de los valores.

Para terminar este epigrafe se deben recoger los datos generales en porcentaje que se

han obtenido en este proyecto, de manera resumen:

Tabla 12 Composicion proximal media de los peces alimentados con las diferentes dietas.

Dietas Grasas (%) Proteinas (%) Cenizas (%)
C 21.30+0.69 67.98 £2.95 11.35+0.08
T50 17.64 £ 3.21 71.74 + 4,93 11.02 £0.78
H30 20.42 + 3.79 69.26 + 1.88 11.26 £1.11
H50 16.12 £ 1.53 69.65 + 4.65 11.55+£0.82
H50m 17.24 £ 0.66 7245 +1.44 12.26 £0.83

* Los valores presentados en la grafica corresponden a los pesos medios de cada dieta,

sustancia seca, con sus respectivos errores.

5.3 Discusion general
La idea de utilizar el insecto en la alimentacion de peces ha sido ampliamente
aceptada, sin embargo, es necesario aumentar el conocimiento de las propiedades

nutricionales de la fuente para hacer un uso real en la alimentacidn acuicola.

En este experimento, verificamos cuatro bases dietéticas de harina de insectos,
utilizando diferentes insectos (gusano de la harina amarilla y mosca del soldado negro),
diferentes porcentajes de inclusion (30 y 50%) y también utilizamos harinas de dos insectos

diferentes.

Los indices de crecimiento muestran un mejor crecimiento en peces control seguido
por H30 e T50. ElI aumento de peso para la alimentacion de peces con H30 fue 27% menor
que el control de peces y 19% para la alimentacion de peces con T50. El aumento de peso mas
bajo fue para H50 (60% menos que el control) y H50m (48% menos que el pescado de
control). Se observd una tendencia similar para los otros indices de crecimiento del

tratamiento. Este resultado contrasta con los resultados obtenidos por (Magalhées, et al.
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(2017)) en D. labrax también se alimenta con Hermetia al 45% del reemplazo de harina de
pescado. Sin embargo, (Magalhdes, et al. (2017)) usa harina de insectos desgrasada. El
desgrasado de la comida aumentd el porcentaje de proteina cruda, 55.8% en la comida
utilizada por (Magalhées, et al.(2017)) versus 43.27% de proteina cruda de la harina de
insectos utilizada en nuestro experimento, que estd de acuerdo con los valores descritos por
(Makkar et al., (2014)) Se obtuvieron resultados similares en trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) o rodaballo (Psetta maxima L.) disminuyendo el rendimiento del crecimiento y la
digestibilidad de la dieta con el uso de Hermetia (Kroeckel, S et al.,(2012); St-Hilaire, S, et
al.,(2007))

La harina de insecto de H50m se hizo con Hermetia alimentada con pescado
descartado. Sin embargo, los indices de crecimiento parecen ser mejores que H50, pero no
son estadisticamente diferentes y claramente peores que los obtenidos para H30 y T50 o
control. Estos resultados muestran que la mejora de los acidos grasos de la harina de insectos

podria ser insuficiente.

En cuanto a la sustitucion por harina de tenebrio, parece ser mas adecuada para la
lubina, con indices de crecimiento similares a los del H30 y mejores que el H50, pero
inferiores al control. Resultado similar al obtenido por (Gasco et al.(2017)) en la lubina que
obtuvo una digestibilidad disminuida de la materia seca y la tasa de alimentaciéon en
comparacion con la dieta de control, con una consiguiente disminucion del 27% en el
aumento de peso con un alto nivel de inclusion de Tenebrio (50%), con respecto al 19% de la
disminucion de la ganancia de peso obtenido en nuestro caso.(Piccolo et al. (2016))
obtuvieron parametros de crecimiento similares alimentando al besugo (Sparus aurata) con
una dieta con 50% de reemplazo por harina Tenebrio con respecto a los peces alimentados
con una dieta de control, mientras que los indices de crecimiento mejoraron cuando los peces

fueron alimentados con un dieta del 25% de reemplazo.

Los indices nutritivos mostraron una tendencia similar a los indices de crecimiento. El
FI fue similar entre los tratamientos, excepto para T50, mientras que el FCR y el PER fueron
peores para ambos tratamientos con Hermetia en un alto nivel de reemplazo (H50 y H50m), lo
que explica el resultado obtenido para los indices de crecimiento y el aumento de peso. Estos
resultados estan parcialmente de acuerdo con los reportados en D. labrax por (Magalhées et
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al. (2017)) quienes observaron un empeoramiento de PER con el aumento de la inclusién de
Hermetia sin cambios en FCR. Se encontraron resultados similares en P. maxima y O. mykiss.
Se encontraron resultados opuestos en S. aurata, Salmo salar, O. mykiss sin diferencias en los

indices nutricionales entre la dieta.

Estas diferencias podrian deberse a muchos factores relacionados con el pescado,
como la edad, la especie o podrian estar relacionados con la formulacion de la dieta o la
calidad de los ingredientes. En este sentido, la calidad de la harina de insectos no esta
estandarizada. La alimentacion de las larvas de insectos o el proceso de produccion de harina
de insectos podria afectar la composicion y, en consecuencia, el valor nutritivo de las comidas
(Newton, G.L et all., (2005); Ekpo, K.E. (2011))

El 50% de reemplazo por Tenebrio mostré mejores indices nutritivos que el 50% de
reemplazo por Hermetia. El FCR y el PER fueron similares al control, sin embargo, se
observo un ligero empeoramiento de estos indices, de acuerdo con los resultados obtenidos
por (Gasco et al. (2016)) en lubina. Por otro lado, la menor ingesta de alimento de los peces
T50 podria justificar el menor aumento de peso con respecto a los peces control, de acuerdo
con los resultados obtenidos en D. labrax alimentado con una dieta con 50% de reemplazo
con harina de Tenebrio (Gasco et al. (2016)). Es posible que, de acuerdo con experiencias
anteriores, Tenebrio no sea un alimento muy sabroso, posiblemente porque tiene algunas

caracteristicas organolépticas negativas.

Con respecto al filete, el mayor peso corresponde al pescado control, asi como al
mayor peso del higado y la grasa perivisceral, que reflejan las diferentes tasas de crecimiento

e indices nutricionales obtenidos entre el tratamiento.

Con respecto a la composicién muscular, no se altera por la inclusion de insectos,
como también se ha informado en D. labrax al alimentarse con Tenebrio (Gasco et al. (2016))

0 con S. aurata con Hermetia (S. aurata et all (2014)).

Este proyecto forma parte de un ensayo, en el que constan mas experimentos, cuyo
objetivo es evaluar la harina de tenebrio y hermetia como alternativa a la harina de pescado.
La aceptacion de una alimento esta muy condicionada por sus propiedades organolépticas,
considerandose un factor de regulacion de la ingesta a corto plazo (Carter et al., (2001)). Es
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posible afiadir que las similitudes entre los grupos “control” y “comercial” podrian

interpretarse como que ambos aportan nutrientes similares.

Como conclusién, podemos decir que con este trabajo apenas se ha comenzado a
estudiar un mundo tan apasionante y complejo como es el del uso de la harina de insecto
como complemento a la harina de pescado en el mundo marino. Parece un pequefio paso, pero
es un trabajo que abre las puertas a nuevas incognitas y caminos por recorrer, uno de los
siguientes pasos que se me ha ocurrido realizando este trabajo es la mejora de la eficiencia de
la harina de insecto con respecto a la de pascado para que su implantacién en la alimentacion
tenga unos valores similares o incluso mejores a la de pescado, asi se daria un respiro al

medio marino.

Documentdndome para la realizacion de este trabajo se me han ocurrido nuevos
caminos para la investigacion de la acuicultura, como seria: la posible implantacion de un
pequefio aparato informatico que recoja diferentes valores, como por ejemplo, de estrés, en el
cuerpo de los peces para reducir el efecto negativo que tiene el estrés sobre los mismos. Otra
de las ideas que se me han ocurrido es mas del d&mbito de la biotecnologia, en la que
mediantes técnicas del control del sexo, se obtengan individuos de un mismo sexo, asi se
mejoraria el rendimiento productivo pudiendo tener granjas con individuos exclusivamente
productivos o también utilizar una especie de esteroides para una posible inversion sexual en
peces. Siguiendo por el tema de los piensos: ¢seria posible crear un pienso a base de
hormigas? Aunque para crear un pienso sea necesaria mucha cantidad de estos himendpteros,
considero que tienen unas buenas caracteristicas como proteinas, calcio y acidos grasos
poliinsaturados, ademas de ser facil de mantener y de producir un cultivo, como para poder

avanzar por este camino.
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Fase realizacion, cronograma y
competencias
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6. FASE REALIZACION,

CRONOGRAMA'Y COMPETENCIAS

Algunas de las competencias basicas que se integran en el proyecto recogido son:

E-CBO04: Conocimientos béasicos de la quimica general, quimica organica e inorganica
y sus aplicaciones en la ingenieria, necesaria para los reactivos de laboratorio.
E-CBO08: Conocimiento de las bases y fundamentos bioldgicos del ambito vegetal y
animal en la ingenieria, util para el conocimiento y manejo animal.

E- CAO03: Capacidad para reconocer, comprender y utilizar los principios de: Las
bases de la produccion animal. Instalaciones ganaderas, necesario para saber el
funcionamiento del emplazamiento animal.

E-CA04: Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de:
Aplicaciones de la biotecnologia en la ingenieria agricola y ganadera, para saber
manejarse correctamente en el laboratorio y saber manejar los diferentes tipo de
muestras a analizar.

E-CTEOL1: Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de
Tecnologias de la produccion animal: Anatomia animal. Fisiologia animal. Sistemas
de produccion, proteccion y explotacién animal. Técnicas de produccion animal.
Genética y mejora animal, atil para conocer el tratado de los animales segun la
legislacion.

E-CTEOQ3: Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de Ingenieria
de las Explotaciones Agropecuarias: Electrificacion de explotaciones agropecuarias.
Maquinaria Agricola. Sistemas y tecnologia de riego. Construcciones agropecuarias.
Instalaciones para la salud y el bienestar animal, conocer el funcionamiento a nivel de

instalacién del acuario.

Figura 24 Diagrama de Gantt con los principales procesos llevados a cabo en el proyecto.
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* A continuacion se muestran las explicaciones para los nimeros del diagrama.

1.

o ® N o U W N

Redaccion del titulo y disefio experimental basico.

Recopilacion de informacion y redaccion anteproyecto.
Acondicionamiento de acuario y recogida de ejemplares de lubina.
Alimentacién de especies en acuario.

Trabajo de laboratorio.

Redaccion memoria.

Mediciones y tratamiento de datos.

Caélculos de parametros con los datos obtenidos.

Conclusiones, finalizacion y correccion del “Trabajo fin de grado”

F. INICIO
B DURANCION

Con respecto a la duracion de cada proceso se ha tomado como unidad, dias, para que el

diagrama no variara demasiado y fuera lo mas preciso posible.
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7. CONCLUSIONES

1- La sustitucion de harina de pescado por harina de larva de H. illucens o T. molitor en

cualquiera de los porcentajes de inclusion.

2- La sustitucion por harina de larva de T. molitor indujo mejores resultados de
crecimiento y aprovechamiento de la dieta que sustitucion por harina de larva de H.

illucens.

3- La mejora de harina de H. illucens mediante su cria con descartes de pescado, mejoro
ligeramente pero no significativamente, los indices de crecimiento y nutritivos con
respecto a la harina de H. illucens no mejorada. Esto indica que el nivel de &cidos
grasos poliinsaturados de cadena larga que aporta la mejora son insuficientes o bien no

son la Unica causa de los malos crecimientos obtenidos con la sustitucion de hermetia.
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Abstract: Abajo: se repite los tres en el resumen. This work studies the effect of high-level fish
meal replacement with insect meal: YW meal (obtained from Tenebrio larvae fed a broiler diet),
BSF meal (from hermetia larvae fed broilers diet), BSFm meal (obtained from hermetia larvae
fed discard fish) on growth performance nutritive indices and in vitro digestibility of
Dicentrarchus labrax juvenile. Three different insect meals were used: BSF meal from hermetia
larvae fed broilers diet; BSF improve (BSFm) obtained from hermetia larvae fed discarded fish;
YW meal obtained from the larvae of Tenebrio fed a broiler diet. Five diets were used, a control
(C) diet and four experimental diets by replacing fishmeal with insect meal from BSF at 30% and
50% (BSF30 and BSF50) substitutions, BSFm at 50% substitution (BSF50 m) and YM at 50%
substitution (YW50). Nutritional and growth indices worsened by including insect meal,
especially for hermetia meal at 50% substitution, BSF50 and BSF50 m. The internal organs’
weight reflected the growth of the fish fed each experimental diet. No differences were found
in fillet composition. Nevertheless, under our experimental condition, YW replacement
obtained better results than both BSF diets.

Keywords: sea bass; fishmeal; Tenebrio molitor; Hermetia illucens

1. Introduction

Nowadays the utilization of insect meal as an alternative protein source of fish meal arouses
much interest. Insects are a good protein source with a high percentage of protein, similarly to
the fish meal in Boopedon flaviventris (76.0%), Melanoplus mexicanus (77.1%) and Sphenarium histrio
(74.8%) [1]. The amino acids (AA) profile depends on the taxon, and Diptera is the most similar
one to fish meal in terms of essential and limiting AA [2]. From an environmental viewpoint,
insect cultures are sustainable because there is no need to use large areas or much water, they
contribute to waste recycling, and their culture gives quite low carbon footprint scores [3].

Several insects have been tested as aquafeed for some fish species [4-6], where both Hermetia
illucens (Black Soldier Fly, BSF) and Tenebrio molitor (Yellow mealworm, YW) were the most
promising insects given their ability to convert organic waste into protein, fat and energy [7] by
incorporating the AA and fatty acids (FA) of manure and organic waste into their biomass. The
obtained biomass is high in protein and fat [5,8].

The meal deriving from YM larvae has a high crude protein content within the 44%-69%
range, fat content is 23%-47%, plus 6.6% fiber and 2.4% ash [9,10].

The BSF meal contains 35%-57% crude protein, 32.6% crude fat, 6.7% crude fiber and 8.6%
ash content [9,10]. Nevertheless, the amount and quality of fat depend on diet type [5,11].
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Currently, some companies rear these two insect species in mass and make meals available
for animal feeding. However, prices are still uncompetitive as marketing is not yet operational.

Dicentrarchus labrax is a fish species that consumers greatly appreciate. European Union D.
labrax production was 69.031 Tm, which is the fifth most produced species, and the fourth
according to commercial demand [12]. The effect on D. labrax growth of including YW has been
studied by [13], who concluded that YW meal can be used up to 25% inclusion. For BSF,
Magalhaes et al. [14] found that up to 19.5% BSF, corresponding to 22.5% total dietary protein,
can replace FM in diets for juvenile D. labrax with no adverse effects on nutritional and growth
indices. Nevertheless, high inclusion percentages can worsen growth performance and feed
utilization because insect meal entails some nutritional inconveniences that condition it being
included in aquafeeds, of which digestibility is the main one. The insect exoskeleton is composed
of chitin and scleroprotein. Chitin is a polymer of N-acetyl-glucosamine with -(1/4) linkages, a
nondigestible crude fiber [15] for fish and interferes with protein use [16]. However, chitinolytic
activities have been described in fish, and marked chitinase activities have been identified in the
stomach of several fish species. Marked N-acetylhexosaminidase activity is distributed to the
intestine and/or pyloric caeca [17]. An in vitro protein hydrolysis [18], like in vivo [19]
digestibility, reduces with insect inclusion. Scleroprotein digestibility is low, and keratin is a
scleroprotein with very stable S-S and S-H linkages that are not readily broken down by animals
without processing [20].

Other factors that could limit insect meal inclusion percentages are fat levels, which are
higher for insects than for fish, and the FA profile of insects. While fishmeal is rich in n-3 long-
chain polyunsaturated FA (n-3 LCPUFAs), insects contain larger quantities of n-6
polyunsaturated FA (n-6 PUFAs) [21]. However, the FA profile of insects could be manipulated
through feeding [22]. Barroso et al. [11,23] were able to increase n-3 LCPUFAS content in BSF
larvae fed fish meal or fish offal.

This work studies the effect of high-level fish meal replacement with YM, BSF or fish fed BSF
rich in long-chain FA n-3 on growth performance nutritive indices and in vitro digestibility.

2. Results

2.1. Nutritional and Growth Indices of Fish

Table 1 shows the obtained nutritional and growth indices results. The determined growth
indices were SGR, DGC, weight gain and K. The lowest weight gain went to the fish fed BSF50
(60% less than the control diet) and BSF50m (48% less than the control diet). SGR and DGR
showed the same trend; the highest values corresponded to the control diet (1.88 for SGR and
1.61 for DGC, respectively), followed by YW50, which was slightly higher, but not statically
different, than BSF30. The lowest values corresponded to BSF50 (0.95 for SGR and 0.76 for DGC),
which was slightly lower than BSF50m (1.16 for SGR and 0.94 for DGC). The K factor displayed
the same trend, but no statistical differences were observed between YW50 and the control diet
in this case.
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Table 1. Fish performance indices (n =3 mean + SD) of D. labrax fed the five experimental diets.

Diets SGR FCE FI % DGC FCR K PER WG (g)

C 1.88+0.022 0.56+0.01b 3.12+0.07> 1.61+0.042 1.77+£0.02¢ 162.26+2.852 1.25+0.02% 16.10+0.74 =

YW50 1.64+0.02° 056+0.01> 2.76+0.08> 1.38+0.02°> 1.78+0.03¢ 153.00 £4.032> 1.25+0.02> 13.15+0.48"

BSF30 1.52+0.05® 049+0.04% 294+0.152» 1.26+0.07> 2.03+£0.17¢ 146.48 +8.74> 1.10£0.09¢ 11.78+1.19°"

BSF50 0.95+0.15¢ 0.31+0.04¢ 3.06+0.052 0.76+£0.12¢ 3.31+0.422 126.26+3.414 0.68+0.09¢ 6.36+1.15¢

BSF50m 1.16+0.13¢ 0.38+0.02¢ 2.99+0.162> 0.94+0.13¢ 2.67+0.14> 134.94+7.58 <« 0.84+0.05c 832+1.51¢
C: Control; YW50: Yellow mealworm 50% replacement; BSF30: Black Soldier Fly 30% replacement; BSF50: Black Soldier Fly 50% replacement; BSF50m: Enriched Black
Soldier Fly 50% replacement; SGR: Specific growth ratio; FCE: Feed Conversion Efficiency; FI: Feed Intake; DGC: Daily Growth Coefficient; FCR: Feed Conversion
Ratio; K: Condition Factor; PER: Protein Efficiency Ratio; WG: Weight Gain. Different letters in columns represent significant differences (p < 0.05) among treatments.
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The nutritional indices showed statistical feed intake differences only between YW50, with lower
feed intake (2.76%), and the control (3.12%). For FCR, a high BSF inclusion level (BSF50 and BSF50m)
made FCR worse, which was especially low for BSF50. No statistical differences were found in FCR
among the other treatments.

For protein utilization, no differences appeared among the control, YM50 and BSF30 diets. The
worse PER values corresponded to the diet with BSF inclusion, with BSF50 being the lowest with
0.68, followed by BSF50m with 0.84, whereas the value for the control diet and YW50 was 1.25.

2.2. Proximal Composition and Morphology of Fish

Table 2 provides the data corresponding to the proximal composition of muscle. No significant
differences were observed in any fillet component for crude protein, crude fat or ash. The crude
protein percentage ranged from 72.4% in the fish fed BSF50m to 67.9% in those fed the control diet.
The ash percentage was similar for all treatments (around 11%) with no statistical differences. The
ether extract percentages ranged from 16.1% for the fish fed BSF50 to 21.3% for those fed the control
diet, although differences were not significant.

Table 2. Proximal composition of fillet of D. labrax fed different experimental diets (1 = 6).

C YW50 BSF30 BSF50 BSF50m
Dry matter (%) 983+029 976+125 96.7+1.80 972+121 97.5+0.81
Ash (%) 114+0.08 11.0+x0.76 123+0.83 11.6+0.82 11.3+1.11
Organic matter (%) 88.6+0.13 89.0+0.76 87.7+0.83 884+0.82 88.7+1.11
Crude fat (%) 213+£0.69 17.6+321 204+379 16.1+153 17.3+0.66

Crude protein (Nx6.25; %) 68.0+4.01 71.7+493 69.3+3.71 69.6+4.23 725+0.36
C: Control; YW50: Yellow mealworm 50% replacement; BSF30: Black Soldier Fly 30% replacement;
BSF50: Black Soldier Fly 50% replacement; BSF50m: Enriched Black Soldier Fly 50% replacement.
Means (+ SD) from six individual measurements. Different letters in columns represent significant

differences (p < 0.05) among treatments.

Table 3 provides the fillet, digestive, liver and perivisceral fat weights. The control fish fillet
weight was much higher than for other treatments, but no statistical differences were found for other
treatments and digestive weights. Nevertheless, the experimental diets affected liver and perivisceral
fat weight. Liver weight lowered with the high BSF inclusion level (diets BSF50 and BSF50m).
Regarding perivisceral fat, the fish fed the control diet had the heaviest visceral fat weight, followed
by YW50. The lightest perivisceral fat weight went to the fish fed diets BSF50 and BSF50m, while
those fed BSF30 obtained intermediate values.

Table 3. Internal organs’ weight (g) of Dicentrarchus labrax fed different experimental diets (1 = 6)

Diets Fillet Digestive Liver Visceral Fat
C 25.16£0.79 2 0.98 +0.06 0.55+0.03 1.97 +0.39
YW50 19.66 +2.37 " 0.83+0.12 0.38 +£0.02 abc 1.61+£0.28 2b
BSF30 19.55+2.55% 0.90+0.15 0.45+0.11ab 1.20£0.14 be
BSF50 17.72+2.16% 0.90 +0.09 0.31 £0.10 be 0.75+£0.32¢
BSF50m  15.25+238% 0.78 £ 0.05 0.30£0.06 < 0.69+0.13¢

C: Control; YW50: Yellow mealworm 50% replacement; BSF30: Black Soldier Fly 30% replacement;
BSF50: Black Soldier Fly 50% replacement; BSF50m: Enriched Black Soldier Fly 50% replacement
means (+ SD) from nine individuals. Different letters in columns represent significant differences (p <
0.05) among treatments.
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2.3. In Vitro Hydrolysis

The in vitro protein hydrolysis (Table 4) obtained the maximum hydrolysis for the control lots,
with no statistical differences for BSF50m and YW50. The minimum hydrolysis was found for the
BSF50 lot, while BSF30 showed intermediate hydrolysis capacity.

Table 4. Protein hydrolysis (mg/mL of free amino acids) of intestines of the fish fed different
treatments (n = 3).

Treatments End Point (120")

Control 159.2+29a
YW50 1555+ 1.4 43
BSF30 122.8 £ 7.8 be
BSF50 114.3+145¢

BSF50M 150.2 + 10.6 20

C: Control; YW50: Yellow mealworm 50% replacement; BSF30: Black Soldier Fly 30% replacement;
BSF50: Black Soldier Fly 50% replacement; BSF50m: Enriched Black Soldier Fly 50% replacement. Free
amino acids + standard deviation (mg/mL) corresponding to the hydrolysis of each enzyme extract

with its corresponding diet. means (+ SD) from nine individuals. Different letters in columns represent
significant differences (p < 0.05) among treatments

3. Discussion

The idea of employing insects in fish feeding is widely accepted, but it is necessary to acquire
further knowledge about the nutritional properties of the source for their real use in aquafeed.

The growth indices (Table 1) indicated better growth for the control fish, followed by BSF30 and
YWS50. For the BSF diets, lower weight values were obtained at high replacement levels (50%), which
resulted in a slight improvement when BFSm were used, but not statistically different to BSF50. A
similar trend was observed for the other treatment growth indices. This result contrasts with those
reported by Magalhaes et al. [14] in D. labrax also fed BSF at 45% fish meal replacement, although
Magalhaes et al. [14] employed defatted insect meal. The defatting of insect meal increased the crude
protein percentage, which for crude protein was 55.8% vs. 43.27% on average, following the values
described by Makkar et al. [5]. Compared to fish meal, insect meal is deficient in lysine and
tryptophan, and is limited in threonine and sulfur AA [4,5]. At our high BSF replacement level,
indispensable AA levels could be limiting, but the increased crude protein percentage of defatted
meal entailed a bigger AA supply, which could avoid AA deficiency. Similar results have been
obtained in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) or turbot (Psetta maxima L.), with decreasing growth
performance and diet digestibility when BSF was used [24,25].

The defatting of insect meal is because its FA profile differs considerably from fishmeal.
Nevertheless, the FA profile can be changed by feeding insect larvae [11,23]. The BSF50m insect meal
was made by feeding BSF discarded fish to obtain a BSF meal rich in n-3 LCPUFAs. Nevertheless, the
growth indices seemed better than for BSF50 and, albeit not statistically different, were clearly worse
than those obtained for BSF30 and YW50 or the control. These results revealed that improving the FA
of insect meal might prove insufficient. For the D. labrax juveniles, the minimum dietary n-3
LCPUFAs requirement for adequate growth has been set at 0.7% on a dry matter (DM) basis [26], and
lower values worsen fish growth performance, without negatively affecting feed efficiency or PER.
Nevertheless, the amount of n-3 LCPUFAs exceeded 0.7% in all our experimental diets, so reduced
growth would not have been caused by this.

The YW meal replacement seemed more suitable for sea bass, with similar growth indices to
BSF30, better than BSF50, but were lower than the control. A similar result was obtained by Gasco et
al. [13] in sea bass, who reported lower dry matter digestibility and feeding rates compared to the
control diet with a consequent 27% reduction in weight gain at a high YW inclusion level (50%),
compared to the 19% reduction in weight gain herein obtained. Piccolo et al. [19] reported similar
growth parameters when feeding sea bream (Sparus aurata) a diet with 50% YW meal replacement
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compared to the fish fed a control diet. The growth indices improved when fish were fed a diet with
25% replacement.

The nutritive indices revealed a similar trend to the growth indices. FI was similar among
treatments, except for YW50, while FCR and PER were worse for both treatments with a higher BSF
replacement level (BSF50 and BSF50m), which explained the result obtained for both growth indices
and weight gain. These results partially agree with those reported for D. labrax by Magalhaes et al.
[14], who observed worse PER with increased BSF inclusion, but no changes in FCR. Similar results
have been found for P. maxima [25] or O. mykiss [27]. The opposite results have been reported for S.
aurata [28), Salmo salar [29] and O. mykiss [30], with no differences in nutritional indices among diets.

Many fish factors may lie behind these differences, such as age or species, or might be related to
diet formulation or quality of ingredients. Indeed, insect meal quality is not standardized. Insect
larvae feeding or the insect meal production process might affect the composition and, consequently,
the nutritive value of meals [31,32]. Heat may cause certain proteins to interact with other proteins,
oxidizing agents, sugars, polyphenols or tannins [33], and the drying method is able to affect the
solubility of proteins [34]. In fact, our laboratory has obtained different results in sea bream fed
similar diets made with distinct BSF lots (results not published). In S. salar, two BSF types have been
tested, but only one allowed total FM replacement of diets without affecting fish performance [29].

The 50% YW replacement gave better nutritional indices than the 50% BSF replacement. FCR
and PER were similar to the control, but these indices slightly worsened, which agrees with the results
of Gasco et al. [13] in sea bass. The lower feed intake of the YW50 fish could justify the lower weight
gain regarding the control fish, according to the results obtained for the D. labrax fed the diet with
50% YW meal replacement [13]. Based on our previous experience, YW might not be very palatable
food because of some of its negative organoleptic characteristics.

Regarding fillets, the heaviest weight, higher liver weight and perivisceral fat corresponded to
the control fish, which reflects the different growth rates and nutritional indices obtained among
treatments. Finally, muscle composition remained unaltered after insect inclusion, which falls in line
with previous reports about D. labrax fed YW [13] or S. aurata fed BSF [28].

In general, previous results have reflected that insect meal makes growth and nutritional indices
worse by indicating lower feed efficiency, protein efficiency and growth. Decreased insect meal
digestibility has been discussed because chitin is not degraded in the intestine [35] and can affect
protein digestibility [36,37]. Marono et al. [38] found that the crude protein digestibility of BSF and
YW correlates negatively with acid detergent fiber and chitin contents. BSF showed a positive
correlation between crude protein and CP protein for in vitro digestibility. In this experiment, we
determined the protein hydrolysis of each diet in vitro with the digestive enzymes of the fish fed each
experimental diet. The results revealed lower protein hydrolysis for the diet that included BSF not
enriched in long-chain n-3. Belghit et al. [39] did not find any differences in trypsin activities for
insects or oil with insect inclusion, but reported apparent decreased protein digestibility in the S. salar
fed BSF meal. The obtained data are consistent with those for S. salar as regards diets BSF30 and
BSF50. Nevertheless, it is difficult to explain the high hydrolysis levels obtained herein for BSF50m.
In the S. salar fed a diet with 85% insect meal and insect oil replacement, obtained from insect feed
with seaweed to improve long-chain n-3 FA, no changes in trypsin activity were observed [39], while
our results indicated increases in diets BSF30 and BSF50.

The YW meal did not seem to induce any changes in in vitro digestibility, which agrees with
that observed in Tilapia fed a diet of 50% fish meal replacement with YW meal, and no differences in
the in vitro protein hydrolysis were observed compared to the control, although alkaline protease
increased [18]. In trout [40] and sea bream [19], apparent protein digestibility was significantly lower
for the 50% YW inclusion.

Briefly, the inclusion of high insect meal levels made the nutritional and growth indices worse.
Nevertheless, under our experimental conditions, YW replacement gave better results than both BSF
diets. Although expectations for insects being used as a sustainable alternative to fishmeal are high,
many unknown factors need to be clarified. It is hard to understand how several researchers have
tested the same insects and fish species, but obtained different results. Therefore, more in-depth



Fishes 2020, 5, x FOR PEER REVIEW 7 of 12

studies about the effect on fish growth and physiology are needed, as is more information on the
effect of larvae rearing, feeding and meal processing on the nutritive value of insect meal.

4. Materials and Methods

4.1. Diet Ingredients and Formulation

Three different insect meals were used for diet formulations: BSF meal from the hermetia larvae
fed a broiler diet; BSFm obtained from the hermetia larvae fed discarded fish to improve the n-3
LCPUFAs profile of insect meal, as described by Barroso et al. [11] and YM meal obtained from the
larvae of Tenebrio fed a broiler diet. Five diets were formulated, one control and four experimental,
by replacing fishmeal with insect meal: BSF30 with BSF meal at 30% substitutions, BSF50 with BSF
meal at 50% substitution; BSFm50 with BSF enriches in n-3 LCPUFAS at 50% substitution and YM50
(50% substitution; YW50; Tables 5 and 6). Insects were provided by Mealfood S.L. (Salamanca, Spain)
and Entomotech S.L. (Almeria, Spain). Diets were manufactured by the Experimental Diet Service of
the University of Almeria (Almeria, Spain) and were extruded in 2-mm pellets.

Table 5. Ingredients, proximate composition and gross energy on a dry matter basis (DM) of the
experimental diets.

C YW50 BSF30 BSF50 BSF50m

Ingredients (% DM)

Fish meal 359 180 25.3 18.0 18.0
BSF 0.0 0.0 10.9 18.0 0.0
BSFm 0.0 0.0 0.0 0.0 18.0
YW 0.0 18.0 0.0 0.0 0.0
Wheat gluten 105 119 13.0 15.4 15.0
Soy cake 155 17.0 175 18.3 18.3
Fish oil 12.2 9.0 10.4 9.5 9.7
Soy lecithin 1.3 0.5 1.0 0.5 0.5
Wheat flour 166 176 13.9 12.4 12.6
Vitamins and minerals 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Guar gum 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Hemoglobin powder 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0

Gross energy (M]/kg) 16.8 17.0 16.7 16.5 16.6

Proximate composition (% DM)

Crude protein 43.86 431 43.51 42.8 42.85
Crude fat 17.16  17.97 17.6 17.12 7.6
Ash 742  6.28 6.45 6.94 6.11

C: Control; YW50: Yellow mealworm 50% replacement; BSF30: Black Soldier Fly 30% replacement;
BSF50: Black Soldier Fly 50% replacement; BSF50m: Enriched Black Soldier Fly 50% replacement.
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Table 6. Fatty acids profile from yellow mealworm meal, Black Soldier Fly and Black Soldier Fly
enriched with n-3 LCPUFAS (g/100 g total fatty acids).

YW BSF BSFm

10:0 nd. 110 1.11
12:0 0.67 485 46.1
14:0 3.67 922 955
16:0 162 13.0 147
16:1n7 1.70 1.79 3.13
18:0 295 217 217
18:1n9 36.7 9.58 8.0
18:1n7 nd. nd. 0.67
18:2n6 354 110 7.8
18:3n3 141 1.10 1.06
18:4n3 nd. 099 0.70

20:5n3 (EPA) nd. nd. 2.87
22:6n3 (DHA) nd. nd. 1.00

YM: Tenebrio molitor; BSF: Hermetia illucens; BSFm: Enriched Hermetia illucens (fed discarded fish).

4.2. The D. Labrax Feeding Trial

D. labrax juveniles were provided by Predomar (Carboneras, Spain). The experiment was carried
out at the Aquaculture Research Centre of the University of Almeria (Spain). All the procedures were
performed following Council Directive 86/609/EEC Guidelines (European Communities, 1986) on the
protection of animals used for experimental and other scientific purposes. D. labrax juveniles were
weighed (10.7 g average weight), measured (10.6 cm average length) and placed inside 15 tanks (3
tanks/diet, 20 fish/tank) with a volume of 250 L at a replacement rate of 10.4 L/h. Fish were maintained
at 20 °C under a natural photoperiod (12L:12D), and were fed ad libitum twice daily (09:30 h and
13:30 h) until their weight had tripled on day 49. Feed was weighed before and after feeding fish.
After 15 min, uneaten pellets were removed by aspiration, dried and weighed to calculate the daily
feed intake.

4.3. Fish Performance Indices

SGR (Specific Growth Ratio: g*day) = [(LN Wt - LN Wi)/t] x 100, where Wt = final weight, Wi =
initial weight and “t” time in experiment days.

FCE (Feed Conversion Efficiency: g) = wet weight gain/dry feed intake.

FI (Feed intake %) = (Daily feed intake/average body weight*) x 100. *Average

between the final and initial weights.

DGC (Daily Growth Coefficient: g*day1) = [(W¢/” — Wil3)/t] x 100.
FCR (Feed Conversion Ratio) = total feed intake/weight increase.
Condition Factor (K:g/cm) = 100 x body weight/total length?.

PER (Protein Efficiency Ratio g) = wet weight gain/crude protein intake.

WI (Weight Increase: g) = Wi - Wi.
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4.4. Sampling

Before sampling, fish were fasted for 24 h. All the fish in each tank were lightly anesthetized
with clove oil to be weighed and measured. Three fish per tank (9 fish per diet) were slaughtered by
an overdose of anesthesia (clove o0il 100 mg/L solution) and were immediately eviscerated. Muscle,
digestive (stomach and intestine), liver and fat were weighed. Intestines and muscles were frozen
separately at =80 °C for further analyses.

4.5. Analytical Methods

4.5.1. Chemical Composition of Diets and Fish

All the proximal composition analyses were performed according to the Association of Official
Analytical Chemists [41]. Dry matter (DM) and ash were determined gravimetrically after drying at
105 £ 0.5 °C and combustion at 500 °C in a muffle furnace, respectively. Crude protein content
(Nx6,25) and total fat content were determined by the Kjeldahl method and diethyl ether extraction
(Soxhlet technique), respectively. All the analyses were performed in triplicate.

4.5.2. Enzymatic Extract.

Five pools (1 per diet) were made with fish intestines (10 per pool) at 4 °C. Tissues were ground
and homogenized by ultrasound in distilled water at a ratio of 0.5 g/L. Samples were centrifuged
(12,000 rpm, 20 min, 4 °C) and supernatants were stored at —20 °C to be used in the alkaline protease
and enzymatic hydrolysis analyses.

4.5.3. Alkaline Protease Activity

The enzyme extract supernatant was utilized to determine alkaline protease with Tris/HCI pH 9
buffer solution and casein as a substrate according to Vizcaino et al. [42]. After a 30-min incubation
at 37 °C, the reaction was stopped with 20% trichloroacetic acid solution. Samples were centrifuged
(12,000 rpm, 15 min, 4 °C). The absorbance of the supernatant was measured at 280 nm by
spectrophotometry in a Power Wavex microplate scanning spectrophotometer (Bio-Tek Instruments,
Winooski, VT, USA). All these analyses were performed in duplicate. One unit of protease activity
was defined as 1 pg of tyrosine released per minute.

4.5.4. In Vitro Protein Hydrolysis

In vitro hydrolysis was carried out in jacketed glasses connected to a constant water flow at 37
°C with continuous stirring for 120 min. Six hydrolyzes were done with each enzyme extract and its
corresponding diet. Fishmeal was used as a control. According to Vizcaino et al. [42], the enzyme
extract and substrate (diet) were added to Tris/HCI pH 9 buffer solution to obtain 200 U and 80 mg
of protein, respectively. Samples (0.1 mL for soluble protein, 0.05 mL for free AA) were taken at
reaction times 0, 15, 30, 60, 90 and 120 min. The soluble protein samples were heated for 5 min in
boiling water to stop the enzymatic reaction. To stop the reaction of the free AA samples, 0.05 mL of
6% trichloroacetic acid solution was used. All these analyses were performed in duplicate. The
hydrolysis samples were centrifuged (12,000 rpm, 20 min, 4 °C) and supernatants were stored at 20
°C.

4.5.5. Soluble Protein

A commercial kit (Pierce BCA™ Protein Assay Kit, Thermo Scientific™, Rockford, IL, USA) was
used to calculate soluble protein. Samples were incubated with the reagent for 30 min at 37 °C and
measured at 561 nm by a spectrophotometer. The absorbance results were extrapolated using
albumin as a standard. The results were expressed as mg of soluble protein/mL of enzymatic extract.
All these analyses were performed in duplicate.
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4.5.6. Free Amino Acids (OPA)

In order to know the protein degradation of diets, the free AA concentration after protein
hydrolysis was measured according to Church et al. [43]. The sample was incubated at room
temperature for 2 min with the reagent before measuring absorbance at 340 nm. The obtained data
were extrapolated with a standard line made by taking L-leucine as a standard. The results were
expressed as mg of free AA/mL of enzymatic extract. All these analyses were performed in duplicate.

4.6. Statistical Analysis

The experimental results were expressed as means + SD for three different determinations. The
Kruskal-Wallis test and comparisons among pairs using Tukey-Kramer HSD tests (JMP 9.0.0 for
Macintosh) were performed to compare the results of the fish growth performance indices, proximal
composition, organ weights and the in vitro protein hydrolysis.
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