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ABSTRACT

The objective of this work was to study the effect of the use of organic feed with different
levels of fish meal inclusion (25, 30 and 35%) of fish meal, which was replaced by a
mixture of vegetable protein sources from organic farming, mainly soybean meal, in the
growth and nutritive parameters of sea bass. The control diet contained a 30% inclusion
of fishmeal and was formulated with conventional sources. The feed was tested by
triplicates with juvenile seabass (initial weight 40 g/fish) in circular tanks connected to a
recirculation system. They were fed manually with these diets for 196 days (28 weeks).
Growth, nutritional parameters and some biometric indexes were affected by the lower
level of fishmeal (25%), while the use of organic feed with 30 % fishmeal did not have
negative effects. These results show that in organic feed for European seabass there is
also possible the replacement of fish meal for vegetable meal without any adverse

consequence in terms of growth.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la utilizacion de piensos ecoldgicos
con diferentes niveles de inclusion (25, 30 y 35%) de harina de pescado en el crecimiento
y pardmetros nutritivos de la lubina, la cual fue sustituida por una mezcla de materias
primas vegetales provenientes de agricultura ecoldgica (principalmente harina de soja).
La dieta control contenia una inclusiéon de un 30% de harina de pescado y estaba
formulada con materias primas convencionales. Los piensos fueron probados por
triplicado con juveniles lubina (peso inicial 40 g/pez) en tanques circulares conectados a
un sistema de recirculacion. Fueron alimentados manualmente con estas dietas durante
196 dias (28 semanas). El crecimiento, los pardmetros nutritivos y algunos indices
biométricos, se vieron afectados negativamente por el menor nivel de inclusion de harina
de pescado (25%), mientras que la utilizacioén de piensos ecoldgicos con un 30% de harina
de pescado no tuvo efectos negativos. Los resultados demuestran que en piensos
ecoldgicos para lubina europea también puede reducirse considerablemente los niveles
de harina de pescado por materias primas vegetales sin ocasionar efectos adversos en

términos de crecimiento.
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RESUM

L'objectiu d'aquest treball va ser estudiar 1'efecte de la utilitzaci6 de pinsos ecologics amb
diferents nivells d'inclusio (25, 30 1 35%) de farina de peix en el creixement i parametres
nutritius del llobarro, la qual va ser substituida per una mescla de matéries primeres
vegetals provinents d'agricultura ecologica (principalment farina de soja). La dieta control
contenia una inclusié d'un 30% de farina de peix i estava formulada amb materies
primeres convencionals. Els pinsos van ser provats per triplicat amb juvenils llobarro (pes
inicial 40 g/peix) en tancs circulars connectats a un sistema de recirculacio. Van ser
alimentats manualment amb aquestes dietes durant 196 dies (28 setmanes). El creixement,
els parametres nutritius i alguns indexs biométrics, es van veure afectats negativament
pel menor nivell d'inclusi6 de farina de peix (25%), mentre que la utilitzacid de pinsos
ecologics amb un 30% de farina de peix no va tindre efectes negatius. Els resultats
demostren que en pinsos ecologics per a llobarro europeu també pot reduir-se
considerablement els nivells de farina de peix per matéries primeres vegetals sense

ocasionar efectes adversos en termes de creixement.

Paraules clau: Pense ecologic, Llobarro, Farina de peix, Farines Vegetals, Soja
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CRECIMIENTO DE LA LUBINA ALIMENTADA CON PIENSOS ECOLOGICOS
CONTENIENDO DIFERENTES NIVELES DE HARINA DE PESCADO

I. Introduccion

1.1 Sector Acuicola y su importancia

Uno de los mayores retos a los que se va a enfrentar la sociedad en las préximas décadas
es abastecer de alimentos a una poblacion en constante crecimiento, la cual se estima va
a superar los 9000 millones para mediados del siglo XXI, (FAO, 2018) al mismo tiempo
que se deberan cumplir los objetivos de lucha contra el cambio climatico y la degradacion
medio ambiental de los recursos, por lo adquiere vital importancia desarrollar modelos

de produccion sostenibles.

Dificilmente podriamos hacerle frente a este problema sin la utilizacion de pescado, ya
que es uno de los alimentos mas consumidos y con un mayor crecimiento en muchos
paises. Principalmente debido a ser una fuente de proteinas muy saludable y de alta
calidad, a la vez que asequible. En términos de salud, consumir pescado es muy
beneficioso debido a su alta digestibilidad, a su gran aporte de aminoacidos esenciales y
acidos grasos poliinsaturados omega-3 (EPA y DHA), asociados a la prevencion de
enfermedades cardiovasculares (Ruxton et al., 2014) y a un buen desarrollo del cerebro y
salud mental en humanos (Sargent, 1997), mientras que también proporciona otros
nutrientes como vitaminas A, B5,B12 Y D y minerales como calcio, yodo, foésforo, hierro

y selenio.

Abastecer de pescado a toda una poblacion creciente no es tan facil. Segin la (FAO,
2018), en términos per capita, el consumo de pescado ha pasado de ser 9,0 kg en 1961 a
20,3 kg en 2016, lo que significa un incremento aproximado del 1,5% al afio. Este
aumento de la demanda esta suponiendo un problema para muchas especies ya que
hablamos de un recurso limitado, el cual necesita tiempo para regenerarse. Como
consecuencia muchos de los caladeros naturales se encuentran agotados o en proceso de

hacerlo debido a su sobreexplotacion (Quaas et al., 2012).
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Bajo este panorama, la acuicultura adquiere un papel muy importante, la produccion
acuicola debe de incrementarse para cubrir el déficit de oferta provocado por la gran
demanda de pescado mundial y la estabilidad de la pesca de captura (Ahmed &
Thompson, 2018). Las capturas globales de pescado se han mantenido estancadas desde
la década de los 80, mientras que la poblacion mundial continta creciendo del orden de
83 millones de personas cada afo siendo de 7,6 billones en 2017, (ver Tabla 1). Debido
a este incremento de la poblacion, se espera que la produccion mundial de la acuicultura

alcance los 109 millones de toneladas en 2030, lo que representaria un crecimiento del

37% desde 2016 (FAO, 2018).

La utilizaciéon del pescado, como vemos en la Tabla 1, esta teniendo una tendencia
positiva hacia su maximo aprovechamiento siendo el 88% de la produccion total
destinado al consumo humano directo, gracias en parte a la sustitucion de harinas de
pescado por materias primas animales o vegetales mas sostenibles. La mayor parte del

12% utilizado con fines no alimenticios se transformo en harinas y aceites de pescado,
mientras que el resto se utilizd como alimento directo destinado a la produccion acuicola,

ganaderia, como cebo o en usos farmacéuticos (FAO, 2018).

Categoria 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Produccion
Pesca de captura
Continental 10,7 11,2 11,2 11,3 11,4 11,6
Marina 81,5 78,4 79,4 79,9 81,2 79,3
Pesca de captura total 92,2 89,5 90,6 91,2 92,7 90,9
Acuicultura
Continental 38,6 42 44,8 46,9 48,6 51,4
Marina 23,2 24,4 25,4 26,8 27,5 28,7
Total de acuicultura 61,8 66,4 70,2 73,7 76,1 80
Total (Pesca + Acuicultura) 154 156 160,7 164,9 169,7 170,9
Utilizacion
Consumo humano 130 136,4 140,1 144,8 148,4 151,2
Usos no alimentarios 24 19,6 20,6 20 20,3 19,7
Poblacion (miles de millones) 7 7,1 7,2 7,3 7,3 7,4
Consumo aparente per cap. (kg) 18,5 19,2 19,5 19,9 20,2 20,3

Tabla 1: Produccion y utilizacion de la pesca y la acuicultura a nivel mundial (millones de toneladas).
Fuente: FAO 2018.
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Sin embargo, a pesar de que cada vez dependemos mas de la produccion acuicola, este
sector pose grandes futuros desafios que pueden poner en riesgo la expansion de esta
industria. Estos incluyen una creciente escasez de alimento para peces y una creciente
preocupacion por las consecuencias sociales y ecoldgicas de la acuicultura industrial

(Halweil & Mastny, 2008).

A no ser que la industria acuicola encuentre una manera de aumentar su produccioén
mientras minimiza sus perjuicios, su crecimiento se vera estancado (Waite et al., 2014).
Por lo que debemos fomentar el desarrollo de producciones sostenibles, realizando
acciones como, una adecuada seleccion y gestion de las especies producidas, la
introduccion de innovaciones tecnologicas, el desarrollo de alimentos sostenibles
especificos, la mejora de la organizacion empresarial y minimizar la contaminacion del

agua, las enfermedades y escapes de peces.

En cuanto a producciéon mundial, estd dominada por paises orientales donde el pescado
es su principal fuente de proteinas y no se centran en el consumo de especies carnivoras,
siendo la carpa china (Ctenopharyngodon idella) 1a principal especie piscicola producida
en el mundo. China es la gran fuerza con 61,5 millones de toneladas en 2015, con gran
diferencia sobre el segundo pais en produccion, Indonesia, el cual produjo 15,6 millones
de toneladas en el mismo afio, le siguen India, Vietnam, Filipinas, Bangladesh, Corea del

sur y Noruega (FAO, 2018).

Para este mismo afio (2015), Espafia ocup¢ el puesto 22 mundial con 289.821 toneladas,
valoradas en unos 407 millones de euros, siendo el principal pais productor de la Unién
Europea, seguido de Reino Unido y Francia, sin embargo, en cuanto al valor de
produccion Espafia ocupa el cuarto lugar europeo superada por Reino Unido, Francia y

Grecia.

La acuicultura en la Unidén Europea a pesar de tener actualmente un limitado crecimiento
constituye el 20% de la produccion pesquera y da empleo directamente a unas 85.000
personas (segun datos extraidos de la comision europea), ofreciendo productos de gran

calidad ademés de un alto grado de sostenibilidad, siendo liderado por empresas con
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solidos apoyos cientificos y tecnoldgicos. En Espaia, aunque se espera que la acuicultura
siga progresando en las proximas décadas, hasta la fecha no ha sido capaz de compensar

la caida de la actividad pesquera ni de compensar la reduccion de las capturas.

Esta ancla en la produccion acuicola, que parecen tener algunos de los principales
productores europeos, se debe principalmente a un aumento de las importaciones desde
otros paises en los que los costos de produccién son relativamente bajos, junto a las
dificultades burocraticas con las que se encuentra la acuicultura europea. Para estos paises
es muy dificil, por no decir imposible competir en precio con productores extranjeros, sin
embargo, si cuentan con clientes cercanos preocupados por su alimentacion. Es aqui
donde se encuentra un posible nicho de produccidon ecologica, el cual tiene un gran
potencial de futuro ofreciendo un pescado fresco, de calidad nutricional y respetuoso con

el medio ambiente.

1.2 Especie de estudio

Este trabajo se ha desarrollado con una de las especies mas utilizadas en la acuicultura

mediterranea, la lubina (Dicentrarchus labrax).

Figura 1: Lubina, (Dicentrarchus labrax). Fuente: www.extramar.com.

Segun la FAO, la lubina fue la primera especie marina no salménida que se produjo
comercialmente en Europa y actualmente es el pez comercial mds importante y
ampliamente producido en las areas mediterrdneas. Grecia, Turquia, Italia, Espaia,

Croacia y Egipto son los productores mas grandes.
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Habitat y biologia:

Las lubinas son euritérmicas (5-28 °C) y eurihalinas (3%o hasta agua de mar), por lo que
son capaces de frecuentar aguas costeras interiores y lagunas de aguas salobres. Algunas
veces se aventuran rio arriba en agua dulce. La distribucion de esta especie engloba las
costas atlanticas, tanto europeas como norte africanas, asi como las costas mediterraneas,
ver Figura 2. Hay so6lo una estacion reproductiva por afio, la cual ocurre en invierno en la
poblacion mediterranea (diciembre a marzo) y hasta junio en las poblaciones del

Atlantico.

F igura 2: Distribucién por rango de colores de la lubina. Fuente: www.Fishbase.com.

Las lubinas desovan huevos pelagicos pequenos (1,02—1,39 mm) en agua con salinidades
menores al 35%o, cerca de las bocas de rios y estuarios o en areas litorales donde la
salinidad es alta (>30%0). No siendo particularmente sensibles a bajas temperaturas,
algunos peces pueden pasar el invierno en lagunas costeras en lugar de retornar al mar
abierto. En cuanto a su alimentacion, las lubinas son depredadores y su gama de alimento

incluye peces pequefios, gambas, cangrejos y jibias (FAO, 2009).
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Rasgos biologicos:

Esta especie pose un cuerpo mas bien alargado, de color gris plateado a azuloso sobre el
cuerpo, plateado sobre los costados y vientre a veces teflido de amarillo, presenta un
opérculo con 2 espinas planas. Tiene la boca terminal, moderadamente protractil. Posee
dos aletas dorsales separadas; la primera con 8 a 10 espinas la segunda con 1 espina 'y 12
o 13 rayos blandos. Aleta anal con 3 espinas y 10 a 12 rayos blandos. Escamas pequefias

y aleta caudal moderadamente bifurcada (FAO, 2009).

1.3 Posibles perjuicios de la acuicultura intensiva

La acuicultura como cualquier otro sector econémico utiliza y transforma unos recursos
en productos de valor comercial y al hacerlo produce unos desechos que afectan al medio
ambiente (Beveridge, 1996). Debido a esto el aumento en la produccion acuicola en los
ultimos afios también viene ligado de provocar un mayor estrés al medio donde se realiza
la actividad, por lo que el crecimiento debe ir acompafado de la investigacion cientifica

que respalde las normas que la regula y intente tomar un camino lo mas sostenible posible.

La acuicultura no es ni de lejos la actividad que mas perjudica el medio acuatico, sin
embargo, si es una de las principales afectadas por las perturbaciones provocadas por la
degradacion del ambiente (Dosdat A, 2001). Por lo que también es la principal interesada

en reducir su afectacion al medio.

Su sostenibilidad ambiental estd limitada por un amplio rango de posibles perjuicios
ambientales susceptible de crear problemas al medio (Hall, 2011). La severidad con la
que estos perjuicios dafian al medio depende mucho de la forma en la que se realice. Son
mayores en sistemas de produccion abiertos al medio como lagunas o jaulas marinas, en
los cuales no se puede controlar la calidad del agua residual utilizada para la actividad.
Al mismo tiempo la produccion intensiva es la mas perjudicial ya que se incrementan
todos los procesos productivos en un lugar muy concentrado dando lugar a posibles dafos

ambientales.

Una de las principales causas de contaminacion es la adicion al agua de grandes

cantidades de alimento proteico, ya que, actualmente la acuicultura occidental esta

6
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constituida principalmente por especies carnivoras, las cuales su alimento esta formado
por grandes cantidades de harinas de pescado, ademas esto genera una alta presion sobre
las pesquerias con la consecuente modificacion de los habitats donde se genera la

actividad pesquera.

Adicionalmente, parte del alimento suministrado no es consumido, esto junto a los
productos de excrecion de los organismos modifican la columna de agua, la fauna y el
fondo marino, aumentando la cantidad de nitrogeno y fosforo del medio acuatico. Los
efectos negativos provocados por el pienso no consumido pueden reducirse o eliminarse
mediante mejoras en nutricion, eficiencia de alimentacion, tratamientos de agua y

promoviendo una acuicultura integrada (Dosdat A, 2001).

Este aumento de nutrientes aumenta la actividad bacteriana y algal del medio generando
situaciones eutrdficas donde el oxigeno es limitante (Enell & Lof, 1985), estimulando la
aparicion de ciertos organismos y la desaparicion de otros, modificando asi el ecosistema

natural.

A menudo la produccién intensiva junto al aumento de la actividad bacteriana en el medio
son el caldo de cultivo perfecto para la aparicion de enfermedades, estas comunmente son
tratadas con antibidticos y otros agentes quimicos perjudiciales para el medio ambiente.
Estos tratamientos son suministrados via oral o como vacunas inyectables. En el primer
caso la mayoria de agente permanece en el medio siendo consumido por organismos
detritivoros o peces silvestres que se alimentan alrededor de las instalaciones, provocando

resistencia a los antibidticos y cambios en la composicion quimica del medio.

Los posibles escapes también generan afecciones al medio ya que pueden ser un
reservorio de patogenos ademas de ocasionar la llegada de depredadores, pudiendo a
afectar a las poblaciones naturales. (Penczak et al.,1982) estim6 que en condiciones
normales el 5% de los peces producidos se escapan, cifras que pueden aumentar
drasticamente en el caso de aparicion de temporales u otros fendmenos. Ademas, las
posibles selecciones genéticas o incluso, en el futuro, tratarse de organismos transgénicos

puede provocar hibridaciones entre especies (Chen et al.,1998).

Otro impacto de esta actividad se ocasiona durante instalacion y mantenimiento de las

estructuras necesarias como las jaulas, lineas flotantes y todo el entramado (Beveridge,
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1996), esto implica necesariamente la actividad humana y el incremento del ruido,

alterando el entorno.

El impacto sobre el medio ambiente provocado por la acuicultura tiene consecuencias
para esta misma, cada vez hay mas problemas de mortalidad entre los peces, ademas del
riesgo de enfermedades. Esto junto a la creciente demanda de pescado en el mundo esta
incentivando a cientificos a investigar sobre posibles avances de la acuicultura ecoldgica,
la cual no elimina todos los problemas citados anteriormente, pero si reduce
significativamente el impacto negativo al medio ambiente provocado por la produccion

en masa de peces.

1.4 Acuicultura ecologica

Estamos viviendo un cambio donde la concienciaciéon medio ambiental, asi como la
calidad e inocuidad de los productos que consumimos ha pasado a ser un tema recurrente
en muchos de los hogares en paises desarrollados. Al consumidor cada vez le preocupan
mas las posibles consecuencias ambientales de sus acciones, asi como el alimentarse de
una manera mas natural (Belluga, 2013). Ante este escenario cuestiones como el bienestar

animal, la trazabilidad o la certificacion ecoldgica adquieren mas valor.

En Espafia el consumo de productos ecoldgicos esta creciendo afo tras afo, datos
extraidos del ultimo informe de (Ecological, 2018), los cuales tomaron como referencia
los informes publicos mas actualizados provenientes del Ministerio de Agricultura y
Pesca, Alimentacién y Medio Ambiente indican que en 2018 el consumo se aproximo6 a
los 1700 millones de euros, lo que significd un gasto de 36,33 euros por habitante y afio,

aumentando en un 12,6% las cifras del mismo estudio en 2015.

Para las empresas productoras la implantacion de esta forma de produccion puede tener
repercusion en los gastos, sin embargo, la mayoria de las veces quedarian sobradamente
compensados con los ahorros a consecuencia de la mejora productiva, ademas de aportar
un gran valor afiadido al producto final, ya que cabe esperar que la calidad aumente
debido a las menores densidades de produccién, mejorando asi la calidad del agua,

reduciendo las enfermedades y garantizando el bienestar animal.



CRECIMIENTO DE LA LUBINA ALIMENTADA CON PIENSOS ECOLOGICOS
CONTENIENDO DIFERENTES NIVELES DE HARINA DE PESCADO
Sin embargo, en el caso de lubina y dorada ecologica, los expertos consideran que, aunque
los productores alcanzan precios altos en el mercado, a menudo éstos no son suficientes
para compensar los costes adicionales. La solucién a este problema pasa por incrementar
el volumen producido para lograr una economia de escala que permita reducir los costes

para ser mas competitivos.

La acuicultura ecologica a pesar de su continuo desarrollo todavia es una industria
incipiente la cual supuso el 4 % del total de productos acuicolas que se produjeron en la
Unioén Europea en 2015, lo que significo unas 52000 toneladas métricas, segun el ultimo
informe del Observatorio Europeo del Mercado de la Pesca y la Acuicultura. Con
diferencia en principal productor es Irlanda con 22.000 Tm, le siguen Italia 5.400 Tm,

Espaia 4.392 Tm, Francia 4.200 Tm y Hungria 3.498 Tm. (EUMOFA, 2017).

En cuanto a Espafia la produccion de acuicultura ecoldgica en el afio 2017 fue de 4.392
toneladas de las cuales 42 fueron lubinas (MAGRAMA, 2017). Un dato todavia muy
pequeiio si lo comparamos con el total de la acuicultura espafiola 289,821 Toneladas. La
mayoria de la produccion ecoldgica en Espafia proviene del mejillon con 1.684 Tm y del

esturion con 1744 Tm (APROMAR, 2017).

Una de las principales empresas acuicolas que esta apostando hoy en dia por la
produccion ecoldgica es el grupo NATURIX, la cual es pionera en producir, transformar
y comercializar pescado ecologico avalado por ENAC, lo que les permite tener un alto
grado de diferenciacion con respecto a su competencia, proporcionandoles nuevas

oportunidades de negocio tanto nacional como internacionalmente.

La lubina es una de las especies que trabajan produciendo tanto pescado de racién como
transformando y ofreciéndola fileteada al natural o ahumada y entera eviscerada

(www.naturix.com).

Parece ser que la produccion ecologica es el fututo, sin embargo, para que la humanidad
pueda abastecerse de una forma responsable, es necesario un cambio en nuestra forma de
alimentarnos, si seguimos con el ritmo de demanda de proteina actual es imposible
suministrarlo inicamente a través de la produccion ecoldgica ya que esta se basa en bajas

densidades donde se prima el bienestar animal y la calidad de los productos.
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1.5 Obtencion de la certificacion ecologica

Todos los esfuerzos realizados por el productor en generar un producto de calidad y
sostenible se resumen en la obtencion de la certificacion ecologica. A través de esta el
consumidor puede identificar este tipo de productos y tener la certeza de que lo que
compra responde a sus expectativas, al menos en cuanto al compromiso con el medio

ambiente.

Generalmente se conocen como alimentos ecoldgicos a aquellos que se obtienen sin la
utilizacion de productos quimicos respetando el entorno. Hoy en dia hay varias
certificaciones en cuanto a productos eco se refiere dependiendo de la comunidad, region

o0 pais que la acredite.

En 1991, se aprob6 por parte de la Union Europea el primer Reglamento que regula las
producciones ecologicas. No fue hasta casi veinte afios después, en 2009, cuando se
adoptaron normas detalladas sobre la produccion ecoldgica de animales de la acuicultura
y algas marinas, por medio del Reglamento (CE) no 710/2009 de la comision, que
modifica el Reglamento (CE) no 889/2008 por el que se establecen disposiciones de
aplicacion del Reglamento (CE) no 834/2007.

El cumplimiento de las disposiciones del presente Reglamento se controla mediante un
sistema basado en el Reglamento (CE) no882/2004 y en medidas precautorias y de
control establecidas por la Comision. Este sistema garantiza la trazabilidad de los

alimentos de acuerdo con el Reglamento (CE) no178/2002.

A continuacion, se desarrollan los principales apartados de cumplimiento obligatorio,
extraidos del Reglamento (CE) no 834/2007 del Consejo sobre produccion y etiquetado

de los productos ecologicos, para obtener la certificacion.

1.5.1 Adecuacion del medio acuatico y plan de gestion sostenible

En lo que respecta a la produccion de animales de la acuicultura en estanques piscicolas,
tanques o canales, las explotaciones estaran equipadas bien con lechos de filtrado natural,

estanques de decantacion, filtros bioldgicos o filtros mecéanicos para recoger los
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nutrientes residuales, o bien utilizaran algas, animales o ambos (bivalvos y algas) que
contribuyan a mejorar la calidad del efluente. La vigilancia del efluente se llevara a cabo

periodicamente, cuando proceda.

1.5.2 Produccion simultianea de animales de la acuicultura ecoldégicos y no ecolégicos

La autoridad competente podra permitir la produccién paralela de animales ecoldgicos y
no ecoldgicos siempre y cuando se demuestre que existe una clara separacion fisica y no

hay riesgo posible de contaminacién cruzada.

1.5.3 Procedencia de los animales de la acuicultura ecologica

Los alevines ecologicos se podran obtener de reproductores ecologicos, ademas, siempre
y cuando no se disponga de animales de la acuicultura ecoldgica, se podran utilizar como
reproductores animales silvestres capturados o animales de la acuicultura no ecolégica

que hayan sido gestionados ecolégicamente durante al menos tres meses.

1.5.4 Normas zootécnicas acuicolas generales

El medio para la cria de los animales de la acuicultura se disefiard de forma que tengan
suficiente espacio para su bienestar, la densidad maxima viene establecida en base a la
especie en cuestion, ademas ha de mantenerse el agua con una buena calidad, controlando
que exista suficiente oxigeno y que las condiciones de temperatura y luminosidad sean

las adecuadas para la especie.

1.5.5 Gestion de los animales de la acuicultura

En cuanto a la gestion de estos animales ha de reducirse al minimo y se llevara a cabo
con el mayor de los cuidados y con equipamiento y protocolos adecuados con el fin de

evitar el estrés.

La utilizacion de luz artificial en la produccion no podra extenderse de 16 horas diarias y
deben emplearse luces con intensidad regulable evitando asi los cambios bruscos. El uso
de oxigeno solo estard permitido en casos excepcionales como caidas bruscas de oxigeno
por aumento de la temperatura o contaminacion accidental, asi como en procedimientos

ocasionales como muestreos.
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Las técnicas de sacrificio variaran dependiendo del tamaiio de recoleccion y de la especie
y siempre deberan conseguir que los peces queden inmediatamente inconscientes e

insensibles al dolor.

En las labores de reproduccion queda prohibido el uso de hormonas y derivados de

hormonas.
1.5.6 Normas especificas sobre piensos para animales de la acuicultura carnivoros

Ademas de cumplir unas normas generales en cuanto a la sanidad animal, la alta calidad
del producto y un bajo impacto medioambiental, se deberan cumplir ciertas normas

especificas.

Para animales carnivoros lo piensos pueden contener harinas y aceites de pescado
procedentes de despojos de la acuicultura ecoldgica y de despojos de pescado ya
capturado para el consumo humano en pesquerias sostenibles. Se pueden utilizar materias

primas ecolodgicas de origen vegetal o animal.

La racién de pienso podra comprender un maximo de un 60 % de productos vegetales

ecoldgicos.

En la acuicultura ecoldgica podran utilizarse tnicamente las materias primas de origen

mineral para la alimentacion animal que figuran en la lista del Anexo I.

Los aditivos para piensos, determinados productos que se emplean en nutricién animal y
los coadyuvantes tecnologicos podran utilizarse si aparecen recogidos en el Anexo Il y

se cumplen las restricciones que se establecen en el mismo.
1.5.7 Normas generales para la prevencion de enfermedades

El plan de gestion de la sanidad animal elaborado de conformidad con el articulo 9 de la

Directiva 2006/88/CE detallara practicas de bioseguridad y prevencion de enfermedades.

Generalmente se han de limpiar y desinfectar los sistemas, el equipo y los utensilios de
la explotacion regularmente, ademads la autoridad competente determinara si es necesario
un periodo de barbecho entre ciclos de produccion. Los animales muertos han de ser

retirados rapidamente para evitar riesgos biologicos.
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Solo se podra utilizar la luz ultravioleta y el ozono en criaderos y viveros. En cuanto al
control de ectoparasitos se dara preferencia al empleo de peces limpiadores o bafios con

agua dulce, salada o cloruro de sodio.

1.5.8 Tratamientos veterinarios

Cuando las medidas preventivas no sean suficientes, se podran aplicar tratamientos

veterinarios en el siguiente orden de preferencia:

Sustancias de plantas, animales o minerales en una diluciéon homeopatica

- Plantas y sus extractos que no tengan efectos anestésicos.

- Sustancias tales como oligoelementos, metales, inmunoestimulantes naturales o
probioticos autorizados.

- Los tratamientos alopdaticos estdn limitados a 2 veces al afio (1 si el ciclo de
produccion es menor a 12 meses), con la excepcion de las vacunas y los programas
de erradicacion obligatorios.

- El empleo de tratamientos antiparasitarios estd limitados a 2 veces al afio o0 una si

el ciclo de produccion es inferior a 18 meses.

El tiempo de espera del los tratamientos veterinarios alopaticos y tratamientos parasitarios
sera del doble de tiempo de espera legal mencionado en el articulo 11 de la Directiva

2001/82/CE, en caso de no estar especificado serd de 48 horas.

Siempre que se utilicen medicamentos veterinarios debera de declararlo al organismo de

control antes de que los animales se comercialicen como ecoldgicos.

Debido a la escasez de terapias de origen natural la mayoria de las veces hay que recurrir
a los tratamientos alopaticos, por lo que de cara al futuro es necesario avances cientificos

en este aspecto.

1.6 Alimentacion ecologica en acuicultura.

La alimentacién en acuicultura es el pardmetro mas influyente en el coste final del
producto, para la lubina europea (Dicentrarchus labrax), una de las especies con un

mayor impacto econoémico en los paises mediterraneos, supone alrededor de un 50% del

13



CRECIMIENTO DE LA LUBINA ALIMENTADA CON PIENSOS ECOLOGICOS
CONTENIENDO DIFERENTES NIVELES DE HARINA DE PESCADO
total de los costes finales (Rana et al., 2009), por lo que cualquier fluctuacion en el precio
de la dieta tiene como consecuencia un gran impacto en los costes de produccion,

afectando al precio de mercado.

Mejorar la optimizacion del uso de las materias primas junto al conocimiento sobre sus
nutrientes, su digestibilidad y el correcto manejo son esenciales para el desarrollo
responsable de esta actividad. Hoy en dia, aunque la mayoria del pescado se destina al
consumo directo, también hay una gran cantidad que se destina a la alimentacion de peces
carnivoros, esto provoca una disminucion de la sostenibilidad de la acuicultura. El
objetivo de muchas investigaciones es conseguir reducir los indices de conversion

actuales utilizando fuentes alternativas mas sostenibles.

Dentro de la alimentacion, la industria de la fabricacion de piensos tiene una importancia
vital para este sector. En 2016, se utilizaron en Espafia 121.000 toneladas de pienso en
acuicultura, de las cuales un 83% fue destinado a peces marinos y el 17% restante a
especies continentales (APROMAR 2017). Debido a que el sector de la acuicultura
ecoldgica en Espafia es todavia incipiente no existe produccion nacional de piensos
ecoldgicos, teniendo que importarlos, por lo que este tipo de estudios contribuyen a sentar
las bases para que se desarrollen piensos ecologicos nacionales que ayuden a impulsar el

sector.

En la actualizad se estd investigando con posibles materias primas sostenibles para la
fabricacion de piensos en acuicultura, como productos vegetales de produccion ecologica
o la utilizaciéon de harinas de aves, cerdo ibérico o insectos, todas ellas de origen

ecologico.

1.6.1 Harinas y aceites de pescado, problematica actual.

Los avances en las investigaciones estan permitiendo incrementar la alimentacién con
aceites y harinas vegetales con propodsitos medio ambientales, sin embargo, la completa
sustitucion de fuentes de pescado en el pienso conlleva respuestas patologicas y

empeoramiento de los indices de crecimiento (Borey et al., 2018). Por lo que en peces
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carnivoros todavia es necesario utilizar harinas y aceites de pescado por su alto contenido
en proteinas y acidos grasos poliinsaturados (HUFA y PUFAS) lo que da como resultado
una alta digestibilidad, y un buen equilibrio en aminoacidos, ademas de un alto contenido

en vitamina B y fuentes minerales.

Estos productos se pueden obtener tanto del pescado entero, como de sus despojos,
utilizando principalmente especies pequefias pelagicas como la anchoveta, el arenque, el
capelan y el merlan (Halweil & Mastny, 2008). La harina de pescado se obtiene tras la
molienda y el secado del pescado entero o de partes de este, mientras que el aceite de
pescado se obtiene mediante el prensado del pescado cocido y su posterior centrifugacion

y separacion.

Utilizar tanta cantidad de derivados del pescado para la fabricacion de pienso provoca
que haya una dependencia de la acuicultura respecto a la pesca de captura, llevando al
consiguiente problema medioambiental, de la disminucidn de las poblaciones pelagicas
marinas, sobreexplotacion de los caladeros y contaminacion atmosférica debido a los

gases emitidos por los barcos y maquinaria.

Ademas, el aumento de la demanda de harinas y aceites de pescado junto a su escasa
oferta, han aumentado en los ultimos afos el precio de estos recursos (Figuras 2 y 3)
Todas estas situaciones han creado la necesidad de buscar nuevas alternativas proteicas

mas sostenibles para la fabricacion de piensos, como la harina de soja (Hardy, 1996).
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Figura 3: Evolucion del precio de la harina de pescado y la harina de soja en Alemania y Holanda.
Fuente: FAO.
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Figura 4: Evolucion del precio del aceite de pescado y del aceite de soja en Alemania y Holanda.
Fuente: FAO.

1.6.2 Sustitucion por fuentes proteicas y lipidicas de origen vegetal.

Para aumentar la sostenibilidad del sector es primordial reducir al maximo el uso de
derivados de pescado en la alimentacion acuicola. Se ha demostrado que cuando la
sustitucion de harina de pescado se realiza por una mezcla de fuentes proteicas los niveles
de sustitucion alcanzados pueden ser mejores, ya que las deficiencias aminoacidicas de

una fuente proteica pueden completarse con otras que forme parte de la mezcla (Vargas,
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2014). De esta forma, combinando varias materias primas vegetales se puede obtener un
perfil de aminoécidos en la dieta parecido al los del pescado, por lo que podian ser buenos

sustitutos de las harinas y aceites de pescado.

En el caso de la sustitucion del aceite de pescado, hay que tener en cuenta que los aceites
vegetales son deficientes en acidos grasos poliinsaturados, lo cual altera los perfiles
lipidicos (Bell et al., 2002) de los animales lo que puede desencadenar en la alteracion de
importantes procesos biologicos en los peces como su funcion inmunologica, ademas de
una inevitable pérdida de las caracteristicas particulares asociadas a la mejora de la salud

por el consumo del pescado.

Otro aspecto por considerar es que la utilizacion de materias primas vegetales aumenta la
proporcion de carbohidratos en la dieta, los cuales no son de facil digestibilidad en peces
carnivoros como la lubina, dificultando la mejora en los indices de conversion

alimenticios (Dias et al., 2004).

En adicion la mayoria de las harinas vegetales son deficientes en algunos aminoécidos
esenciales, especialmente en lisina y metionina, lo cual ha podido ser subsanado mediante
la adicion de aminoacidos sintéticos, sin embargo, en piensos ecologicos esto adquiere

una mayor importancia ya que la adicion de estos aditivos no esta permitida.

Se han llevado acabo estudios de sustitucion con distintas fuentes proteicas vegetales en
piensos convencionales para lubina tanto europea como asidtica mostrando satisfactorios

avances.

En general en especies carnivoras, una de las materias primas vegetales mas utilizada para
sustituir las fuentes procedentes de pescado y sobre la que mas se ha estudiado es la soja,

la cual se utiliza tanto en forma de harina como de aceite.

En estudios anteriores con lubina europea los resultados mostraron que se podia reducir
la harina de pescado a solo un 5% sustituyéndola por una mezcla de maiz, trigo, soja 'y
colza, sin afectar al crecimiento de la lubina (Kaushik et al., 2004), sin embargo, en este

estudio no se sustituy6 ningun porcentaje de aceite de pescado por aceites vegetales.
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En estudios posteriores con lubina asiatica donde se examiné los efectos de deferentes
niveles de inclusion de harina y aceites de pescado, desde un 30% hasta la sustitucion
completa por una mezcla de harina de soja, pollo y aceite de arroz, se observé que desde
un comienzo se produjo una reduccion tanto del crecimiento como de la ingesta debida a
la disminucion de harinas de pescado sin embargo la sustitucion del aceite de pescado fue
mas exitoso con la capacidad de sustituirlo completamente, excepto los niveles de

inclusion mas bajos de harina de pescado (Glencross et al., 2016).

Estos estudios juntos a otros con resultados similares (Nandakumar et al., 2017)
demuestran que la casi completa sustitucion de la harina de pescado y aceite de pescado

en las dietas de lubina es una realidad técnica.

Por otro lado, el efecto que tiene esta sustitucion por materias primas vegetales en piensos
ecoldgicos ha sido mucho menos estudiado en el pasado. En un estudio donde se evalud
Tetraselmis suecica como sustituto de proteina de pescado en piensos de lubina europea,
los cuales incluian alrededor de un 20% de trigo y 10% de soja se observo que esta alga
se pudo utilizar sustituyendo hasta un 20% de la proteina de pescado sin perjudicar ni el
crecimiento ni la calidad de los peces (Tulli et al., 2012), aunque el nivel de harina de

pescado en estos piensos seguia siendo bastante alto (40-50%).

En otro estudio realizado con doradas donde se quiso observar las diferencias entre
alimentar con un pienso ecoldgico con un 63% de harina de pescado o uno convencional
con un 50% se observo que, aunque al principio del experimento los piensos ecologicos
mostraron mejores crecimientos, al final del estudio, cuando los peces ya tenian un mayor

tamarfio, estas diferencias desaparecieron (Mente et al., 2012).

Los niveles de sustitucion en estos estudios con piensos ecolégicos aun estdn muy lejos

de los resultados obtenidos en piensos convencionales.
La reduccion de harina y aceites de pescado es un paso muy importante en el camino de

una acuicultura mas sostenibles. Hay que seguir buscando nuevas fuentes proteicas que

mantengan la salud de los peces, asi como la calidad de la carne.
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I1. Justificacion y Objetivos

La necesidad de producir mas alimento para las generaciones futuras junto con el
compromiso de dejar un planeta con las mismas o mejores condiciones que nos
encontramos obliga a desarrollar modelos productivos sostenibles y responsables con el
medio ambiente. La acuicultura actual presenta problemas de contaminacion al medio y
contribuye al aumento de la presion ejercida sobre los caladeros debido a la demanda de

pescado que se requiere para alimentar las especies carnivoras.

Dos de las posibles medidas preventivas que se pueden tomar en acuicultura para cumplir
con estos objetivos son adoptar modelos de produccion ecoldgica y la sustitucion de

harinas y aceites de pescado por fuentes proteicas animales o vegetales sostenibles.

Por otra parte, el hecho de que la lubina sea una de las especies mas consumidas en todo
el Mediterraneo y su comercializacion esté basada principalmente en la acuicultura, hacen
de esta especie una buena candidata para producir ecolégicamente, lo que podria mejorar

en gran medida la sostenibilidad, rentabilidad y prensa de la acuicultura mediterranea.

Aunque en piensos convencionales se ha demostrado que se pueden sustituir los derivados
del pescado por materias vegetales con un cierto éxito, son muy escasos los estudios de
sustitucion de harinas y aceites de pescado en piensos ecoldgicos. Hay que tener que tener
en cuenta que en la acuicultura ecoldgica la mayoria de los aditivos que se agregan a los
piensos convencionales para mejorar sus caracteristicas y aportar beneficios no estan
permitidos, ya que se busca una alimentacion lo més natural posible. Esto puede reducir

la tolerancia de los peces a la sustitucion por materias primas vegetales.

Para colaborar con ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la utilizacion
de piensos ecoldgicos en la produccion de lubina y al mismo tiempo ver cémo afecta la
sustitucion de harina de pescado por una mezcla de fuentes proteicas vegetales. Para ello,
se realizo una prueba de alimentacidon con piensos ecoldgicos con diferentes niveles de
sustitucion en comparacion con un pienso control no ecoldgico, Con el fin de evaluar el
efecto en el crecimiento, pardmetros nutritivos, biometrias, composicion corporal y

eficiencias de retencion.
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Material v Métodos
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II1. Material y Métodos

3.1 Descripcion de la instalacion

La parte experimental de este trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Acuicultura (LAC),
del departamento de Ciencia Animal de la Universitat Politécnica de Valéncia, durante el

periodo comprendido entre mayo y diciembre del afio 2018.

3.1.1 Elementos del sistema

3.1.1.1 Agua

El laboratorio consiste en un circuito cerrado de agua de mar, la cual se renovo
peridodicamente con camiones cisterna y se almacenaba en un aljibe independiente. Con
el objetivo de conseguir una salinidad media de unos 15 g/1, el agua de mar se mezclaba

con agua dulce. La instalacion cuenta con un volumen total de 65 m?.

3.1.1.2 Tanques

Para este proyecto se utilizaron 12 tanques de la linea 2, la cual consta de 18 tanques
cilindricos de fibra de vidrio con una capacidad de 1750 litros (Figura 5), conectados al
mismo sistema de recirculacion. Todos, individualmente tienen acceso a la red de

desagiie, aireacion y oxigenacion.
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Figura 5: Tanques de la Linea 2 del LAC.

3.1.1.3 Conducciones y depdsitos del sistema

Los tanques liberan el agua a la red de desagiies, formada por canaletas de 20x40 cm y
con una pendiente negativa hacia el aljibe de donde se impulsa el agua al sistema de

depuracion.

Las tuberias que devuelven el agua al sistema son todas simétricas y de policloruro de
vinilo (PVC), el final de la tuberia, el cual queda introducido en el interior del tanque
consta de unos orificios por donde el agua es expulsada a presion provocando asi

movimiento circular en los tanques, oxigenandola.

Las conducciones por las que se introduce el aire al sistema son de PVC, mientras que

por las que se conduce el oxigeno son de acero inoxidable.

En cuanto al almacenamiento del agua, la instalacion cuenta con un aljibe principal con

capacidad aproximada de 30 m? y otro secundario de unos 8 m?.
3.1.1.4 Sistema de bombeo

El circuito cuenta con tres bombas que le permiten mover el agua por la instalacion, todas
ellas con una vélvula de pie al final del tubo de aspiracion, con el objetivo de evitar la

entrada de aire.
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Dos de las bombas se encargan del impulsar el agua hacia los tanques y el biofiltro, y la

otra bombea hacia el intercambiador de placas con el objetivo de controlar la temperatura.

3.1.1.5 Sistema de depuracion

El sistema de recirculacion depura el agua utilizando un filtro mecanico, un fraccionador

de espuma y un biofiltro (Figura 6).

- Filtro mecdanico: En primer lugar, el agua es bombeada a un filtro rotatorio de tambor,

donde se eliminan las particulas en suspension de mayor tamafio, este cuenta con un
sistema de retro lavado, el cual inyecta agua dulce a presion para limpiar las particulas

retenidas en el filtro, las cuales son desechadas al alcantarillado municipal.

- Fraccionador de espuma: A continuacion, el agua pasa por el skimmer, el cual permite

eliminar los solidos suspendido menores de 30 micras y la materia disuelta (proteinas).

- Biofiltro: Este se encarga de reducir la concentracion de amonio en el agua procedente
de las excreciones metabdlicas de los peces, consiste en un deposito con un volumen de
24 m?, el cual esta relleno de biobolas, donde se adhieren las bacterias que depuran el
agua. El agua proveniente de la salida del skimmer se expulsa en forma de lluvia en la
parte superior del biofiltro, en el camino del agua a través de las biobolas. Son dos
bacterias principalmente las que realizan la depuracion, las Nitrosomonas, encargadas de
transformar el amonio en nitritos y las Nitrobacter que oxidan los nitritos

transformandolos en nitratos.

§ AT

Figura 6: Componentes del sistema de depuracion.
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3.1.1.6 Sistema de oxigenacion

La instalacion consta de dos sistemas de oxigenacion diferenciados. Continuamente se
utiliza la introduccion de aire captado por una bomba electrosoplante. Este se incorpora
a través de unas gomas porosas que provocan burbujas microscopicas de aire
favoreciendo la transferencia de oxigeno al agua. El otro sistema sélo se utiliza en caso
de emergencia y consiste en introducir directamente oxigeno almacenado en bombonas

de gas en el exterior de la instalacion, ya que el contenido es muy inflamable.
3.1.1.7 Acondicionamiento del agua

En la instalacion se dispone de un intercambiador de calor, el cual nos permite controlar
la temperatura del agua y mantenerla continuada en el tiempo obviando el clima exterior.
Consiste en un sistema que calienta o enfria un fluido y lo impulsa hasta el intercambiador

de placas donde se intercambia el calor con el agua del sistema.
3.1.1.8 Iluminacion

El LAC cuenta con iluminacion artificial suministrada por 11 parejas de tubos
fluorescentes con una luminiscencia aproximada de 2500 limenes. Ademas, el edificio

tiene ventanas superiores que permiten la entrada de luz natural indirecta.

3.2 Diseiio experimental

3.2.1 Obtencion y manejo de los animales

El experimento se inici6 el dia 18 de mayo de 2018 y se prolongd 196 dias, hasta que las
lubinas alcanzaron la talla comercial de aproximadamente 350 g. Se realizo por triplicado,
por lo que cada pienso se probo en 3 tanques, los cuales fueron asignados al azar con el
fin de evitar alteraciones en los resultados. Antes de comenzar el experimento los peces
estuvieron durante dos semanas en un periodo de adaptacion donde se alimentaron con

pienso ecoldgico comercial.
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En la tabla 2 aparece un resumen del experimento:

Tabla 2: Resumen del experimento.

EXPERIMENTO
Peso inicial (g) 40
Total de individuos 600
Individuos por tanque 50
Sistema experimental 12 tanques de 1750l
Tipos de pienso FM 35-30-25 ECO/ FM 30 CONTROL
Alimentacion 2 veces al dia, manual
Réplicas 3
Duracion (dias) 196
Muestreos Mensuales

Para la realizacion de experimento se utilizaron juveniles de lubina ecoldgica
provenientes de la piscifactoria Sonrionansa, perteneciente al grupo Naturix y situada en
Pesues (Cantabria). Los animales se transportaron en una furgoneta adaptada para el
transporte de peces vivos. Antes de introducir los peces en los tanques se realiz6 una
aclimatacion gradual a la salinidad y temperatura del sistema. A continuacion, se pesaron
y se introdujeron 50 peces en cada tanque, teniendo los peces un peso medio de 40g

(Figura 7).

Figura 7: Juveniles de lubina ecologica utilizados en la presente prueba.
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3.2.2 Piensos experimentales

Los piensos se fabricaron en las propias instalaciones de la UPV mediante un proceso de
coccion-extrusion, utilizando un extruder semi-industrial (CLEXTRAL BC 45,

St.Etienne, France) perteneciente al departamento de Ciencia Animal.

Para la fabricacion y formulacion de los piensos experimentales se siguieron los requisitos
establecidos por la normativa de produccion ecologica, utilizando materias primas
ecologicas que disponian de su etiquetado correspondiente y excluyendo de Ia

formulacion sustancias quimicas no permitidas como los aminoacidos sintéticos.

Se formularon 4 piensos isolipidicos (18 %) e isoproteicos (45 %) con diferentes niveles
de sustitucion de harinas de pescado por fuentes vegetales, tres piensos ecologicos
experimentales, FM 35 ECO, FM 30 ECO Y FM 25 ECO, con un 35, 30 y 25% de harina
de pescado en su composicion y cumpliendo la normativa ecoldgica y un cuarto pienso
control (FM 30 Control), también con un 30% de harina de pescado, pero sin ingredientes
ecoldgicos y con adicion de aminoacidos libres para cubrir las necesidades de la especie

(Gaber et al., 2015).

Los piensos eran fabricados segun demanda y almacenados en contenedores cerrados

dentro de una nevera industrial (Figura 8).

4

V.

Figura 8: Almacenamiento piensos, nevera y botes de alimentacion
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Los ingredientes de los piensos, asi como su composicion se muestran en la Tabla 3:

Tabla 3: Formulacion y composicion nutricional de los piensos experimentales.

Piensos® FM 30 FM 35 FM 30 FM 25
Control ECO ECO ECO
Materias Primas (gKg™)
Harina de pescado 300 350 300 250
Trigo 179 47 22
Gluten de trigo 122
Salvado de espelta 20 10
Maiz 15 8
Harina de soja 218 420 504 586
Aceite de soja 72 62 59 55
Aceite de pescado 71 63 67 72
Fosfato Cdlcico 20 13 20 27
Taurina 5
Metionina 3
Vitaminas? 10 10 10 10
Composicion nutricional (% MS)
Materia seca (%MS) 92 92 92 92
Proteina bruta (%PB) 47,2 47,1 46,7 46,1
Grasa bruta (%GB) 15,4 16,8 17,1 17,1
Cenizas (%C) 8,1 9,2 9,2 9,3
Energia (KJ/g) 24,3 24,1 24 24,2

1: Diferentes piensos experimentales.

2: Corrector vitaminico y mineral: 25; Colina, 10; DL-a-tocoferol, 5; ascorbicacid, 5; (PO4)2Ca3, 5. Composicion
premezcla: acetato de retinol, 1 000 000 UI kg™'; calcipherol, 500 UI kg™, DL-a-tocoferol, 10, bisulfito de sodio
menadiona, 0.8; clorhidrato de tiamina, 2.3, rivoflamina, 2.3, clorhidrato de piridoxina, 15; cianocobalamina, 25,
nicotinamida, 15, acido pantoténico, 6, acido f6lico, 0.65; biotina, 0.07; acido ascorbico, 75, inositol, 15; betaina,

100; 12 polipéptidos.
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La Tabla 4 muestra la composicion de aminoécidos de los piensos experimentales.

Tabla 4: Composicion de aminoacidos de los piensos experimentales.

Piensos experimentales

FM 30 Control FM 35 FM 30 FM 25
ECO ECO ECO
Aminodcidos esenciales (g 100g* en peso humedo) ‘
Arginina 2,85 2,7 2,57 2,74
Histidina 0,74 1,00 0,94 0,90
Isoleucina 1,58 1,69 1,71 1,72
Leucina 2,82 2,93 2,94 2,96
Lisina 2,00 2,55 2,41 2,54
Metionina 1,25 0,88 0,77 0,70
Fenilalamina 1,76 1,82 1,79 1,77
Treonina 1,34 1,44 1,44 1,54
Valina 1,83 1,99 1,97 1,97
Aminodcidos no esenciales (g 100g™ en peso humedo) ‘

Alanina 1,62 1,90 1,90 1,85
Acido aspdrtico 2,87 3,70 3,69 4,04
Cisteina 0,36 0,51 0,38 0,41
Acido glutémico 7,86 6,06 6,13 6,22
Glicina 1,79 2,10 1,91 1,90
Prolina 2,11 1,62 1,50 1,52
Serina 1,71 1,80 2,26 1,59
Tirosina 1,18 1,29 1,30 1,19
AAE/AANE 0,83 0,90 0,87 0,90

AAE, Aminoacidos esenciales; AANE, Aminoacidos no esenciales.

Con respecto al nivel de AAE en los piensos (Tabla 4), se observo un nivel mas alto de
metionina en el pienso control (1,25 g/100g) que en los piensos ecologicos (0,88, 0,77 y
0,70 g/100g en FM 35, FM 30 Y FM25, respectivamente. El pienso control incluia
metionina sintética en su formulacion para cubrir las necesidades de la especie. Los
niveles de arginina también resultaron ser mayores en el pienso control. Por otro lado, el
valor de la lisina mostrd un contenido inferior en la dieta control (2 g/100g) que en las

ecoldgicas (2,55, 2,41 y 2,54 en FM 35, FM 30 Y FM25, respectivamente).

Los niveles del resto de AAE fueron similares entre los piensos.
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La proporcion de AAE/AANE fue mas baja en la dieta control. Esto se debe a la mayor
cantidad de AANE en el pienso control, principalmente a causa del alto valor de 4cido
glutdmico (7,86 g/100g) frente a los piensos ecologicos (6,06, 6,13 y 6,22 en FM 35, FM
30 Y FM25, respectivamente).

3.2.3 Rutina de trabajo.

3.2.3.1 Alimentacion.

La rutina de alimentacion constaba de dos tomas diarias de lunes a viernes, una primera
a las 9 am y otra vespertina a las 3 pm, mientras que los sdbados se realizaba una sola
toma matinal. La forma de distribucion del alimento fue a saciedad. Los domingos

ayunaban.

Se aliment6 de forma manual observando cuidadosamente que todo el pienso fuera
consumido por los animales. Par evitar confusiones a cada tanque se le asign6 un bote
correctamente etiquetado de unos 500 ml y diariamente se apuntaba en un estadillo el
peso del bote al finalizar las tomas junto al de los rellenos, lo que nos permitia obtener

las ingestas de cada tanque.

3.2.3.2 Control de los parametros fisico-quimicos.

En cuanto a las condiciones del medio, durante el experimento tres veces por semana se

tomaban mediciones preventivas de los principales pardmetros de calidad del agua.

La temperatura media durante el experimento fue de 21,5°C grados, aunque como vemos
en la Tabla 5 debido a un problema con el intercambiador de calor los meses de invierno
tuvimos un descenso de la temperatura del agua. Tanto el oxigeno disuelto como los
niveles de amonio, nitrito y nitrato en ningin momento llegaron a valores tdxicos para

los peces.
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Tabla 5: Media de los parametros del agua analizados en los diferentes meses del experimento.

Mes Temperatura 2C NH4+ NO2- NO3- 02 (ppm)
jun-18 21,8 0 0,17 71,82 7,88
jul-18 22,4 0 0,17 75,00 7,69
ago-18 22,1 0,35 0,28 126,92 7,76
sept-18 24,0 0,45 0,19 90,00 6,95
oct-18 21,9 0,25 0,36 87,50 7,34
nov-18 18,8 0,14 0,44 90,00 7,76
dic-18 17,1 0,08 0,21 130,00 8,00

El fotoperiodo fue natural durante todo el experimento, encendiéndose las luces
artificiales desde las 9 am hasta las 3 pm para que la intensidad a medio dia fuese lo mas

estable y parecida a las condiciones de luz naturales.

Los instrumentos que se utilizaron para las mediciones fueron:

Oximetro portatil: Control de la temperatura y oxigeno disuelto.

Test colorimétricos: Control de los niveles de amonio, nitrito y nitrato.

Refractometro: Medida de la salinidad.

Tiras de papel de pH universal: Control del pH.

3.2.3.3 Control del crecimiento de los peces

Se realizaron muestreos mensuales, localizados el primer lunes de cada mes con un
intervalo entre muestreos de 28 dias, coincidiendo que los peces estaban en ayunas. Para
extraer a los peces primero se vaciaban los tanques y con ayuda de salabres se pasaban a
un cubo con una solucion de agua y aceite de clavo, un anestésico para facilitar su manejo
y reducir el estrés de los peces mientras se pesan con una bascula digital (Figura 9). A
continuacion, se pasaban a unas cubas de recuperacion antes de ser devueltos a su tanque
de origen. A través de estos muestreos mensuales se obtenia la biomasa de cada tanque,

la cual permitia obtener los diferentes parametros de crecimiento.
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Figura 9: Pesaje de las lubinas anestesiadas.

Los pardmetros de crecimiento y alimentacion se obtuvieron mediante las expresiones
que se encuentran en el Anexo III y fueron las siguientes: Tasa de alimentacion diaria
(TAD), tasa de crecimiento instantdneo (TCI), indice de conversion de alimento (ICA),

supervivencia y ganancia de peso.

Para la obtencion de los parametros biométricos se sacrificaron cinco peces aleatorios de
cada tanque en el ultimo muestreo. El sacrificio se llevo a cabo mediante sobredosis de

anestésico (aceite de clavo).

La longitud total (cm), peso total (g), peso de la canal (g), peso del higado (g) y peso de
la grasa visceral (g) fueron medidos para el calculo de los indices biométricos: Factor de
condiciéon (FC), indice viscerosomatico (IVS), indice de grasa visceral (IGV) e indice

hepatosomatico (IHS), cuyos célculos aparecen en el Anexo IV.

Las eficiencias de retencion de proteina, grasa y energia, es decir el porcentaje de estos
valores ingeridos que es retenido en el cuerpo del pez se calculd mediante el valor
productivo de la proteina (VPP), el valor productivo de la grasa (VPG), y el valor
productivo de la energia (VPE) (Anexo IV).
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3.3 Analisis quimicos

Todos los analisis se realizaron por triplicado para garantizar la fiabilidad de éstos.

Para el analisis de los piensos se realizé una molienda de los pellets ya extrusionados.
Mientras que las muestras de los peces consistieron en un triturado homogéneo de 5 peces
iniciales y de 5 peces finales representativos de cada uno de los tanques, teniendo un total
de 13 muestras (12 de peces finales y 1 de peces iniciales). Para la obtencion de algunos
andlisis fue necesario la previa liofilizacion de las muestras, es decir deshidratarlas con

una rapida congelacion y eliminar el hielo con un efecto de vacio.

Para la obtencion de muestras liofilizadas se rellena parcialmente una placa de Petri con
la muestra fresca y se introduce en un congelador a -80°C. Una vez congeladas, las placas
se meten en el liofilizador, y éste se encarga de extraer toda la humedad que hay en las
muestras. Una vez obtenidas las muestras liofilizadas, se trituran y mezclan bien para su

conservacion en los correspondientes botes rotulados.

» La materia seca se obtuvo introduciendo las muestras por triplicado en una estufa a

105°C hasta que se alcanz6 la constante por deshidratacion (Ver Anexo V).

* Las cenizas se obtuvieron por calcinacion de las muestras, para ello se introdujeron en

la mufla a una temperatura de 550°C por un tiempo de 5 horas. (Ver Anexo VI)

* Para determinar el contenido de proteina se utilizé el método DUMAS, el cual nos indica

la cantidad de nitrogeno que tiene la muestra (Ver Anexo VII).

* Para la determinacion de la grasa se realizo una extraccion de la grasa de las muestras

con dietil-eter (Ver Anexo VIII).

* El proceso de determinacion de aminodcidos totales y azufrados (Ver Anexo IX).
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3.4 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados a través de andlisis de varianza multivariable
(ANOVA), tomando el peso inicial como covariable en el estudio del peso medio final y
TCI. Se utiliz6 la prueba de Newman-Keuls para observar diferencias significativas entre
piensos con un nivel de significacion P = 0,05 correspondiente con un intervalo de
confianza del 95%. El programa estadistico que se utilizo fue Statgraphics Plus 5, los

resultados se expresaron como la media + el error estandar de la media.
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Resultados vy Discusion
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IV. Resultados y Discusion

En general las harinas y aceites de pescado son ingredientes completos para la fabricacion
de piensos acuicolas, los cuales aportan una gran cantidad de nutrientes. Como

consecuencia, su sustitucion trae diferentes desafios.

Estos insumos contienen aminodcidos, grasas poliinsaturadas y minerales, los cuales, al
sustituirlos, deben de ser cubiertos por las fuentes alternativas utilizadas, ademas, las
harinas de pescado tienen una alta palatabilidad. Otros ingredientes, en especial las
fuentes vegetales, presentan algunos inconvenientes como que no siempre presentan un
alto nivel de proteina, poseen baja palatabilidad, son deficientes en algunos aminoécidos
y presentan factores anti-nutricionales (Francis et al., 2001). Aunque actualmente una
completa sustitucion de harina de pescado ha sido posible en algunas especies mostrando
buenos resultados (Tomas et al., 2011, Monge-Ortiz et al., 2018, Hansen et al., 2007), el
uso de un alto porcentaje de aminodacidos sintéticos o otros aditivos fueron necesarios, lo

cual las hace poco resolutivas econdmica y ecoldogicamente.

4.1 Efecto de la sustitucion de harina de pescado en piensos ecoldgicos sobre el

crecimiento.

La evolucion del peso de los peces alimentados con los diferentes tratamientos durante el
experimento se muestra en la Figura 10. Podemos observar curvas de crecimiento
bastantes parecidas a pesar de ser un estudio con una duracion extensa (28 semanas), lo
que nos indica que todos los tratamientos presentaron buenos y similares crecimientos
desde el comienzo del experimento y no fue hasta los tltimos meses donde se observaron
las primeras diferencias importantes entre el pienso con menor nivel de harina de pescado

(FM 25 ECO) y los peces alimentados con el resto de los piensos.
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Figura 10: Evolucion del peso medio durante el experimento en funcion del pienso suministrado.

En la Tabla 6, se muestran los resultados de la supervivencia, crecimiento y parametros
nutritivos de los peces al final de la prueba. Los peces alimentados con el pienso control
fueron los que alcanzaron un mayor peso final (340 g) al igual que los alimentados con
los piensos ecoldgicos con un 35 y 30 % de harina de pescado, mientras que como ya se
ha comentado en la figura de crecimiento, el pienso con menor porcentaje de harina de

pescado tuvo menor peso final y TCI (306 g), de forma significativa.

Estos resultados estadisticos similares entre los piensos FM 30 Control, el FM 35 ECO y
el FM 30 ECO también se dieron en los parametros nutritivos, el ICA y la TAD mostrando
todos diferencias significativas con el pienso con menor inclusion de harinas de pescado
(25%). Los peces alimentados con el pienso con menor porcentaje de harina de pescado
tuvieron una mayor ingesta (TAD de 1,35 g/100 g pez dia) y mayores ICA, lo que podria
indicar una deficiencia de estos piensos, derivando en un aumento de la ingesta para

intentar compensarla.

La deficiencia podria ser debida tanto a algin factor antinutritivo consecuencia del alto
porcentaje de proteina vegetal como al déficit de algiin aminoacido esencial. En la tabla
de la composicion aminoacidica de los piensos (Tabla 4) vemos como la metionina,

presenta el valor mas bajo en este pienso. Segun Goff y Gatlin (2004), las carencias en
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metionina causan reducidos indices de crecimiento, interferencia en la conversion y una
disminucioén en la supervivencia. Debido a esto, en dietas con altos niveles de proteinas
vegetales, la suplementacion con metionina y/o lisina es muy importante, por lo que
podria haberse encontrado un limite de sustitucion de harina de pescado donde a partir de
ahi la suplementacion con aminoacidos sintéticos es primordial, a no ser que se utilicen
materias primas, sobretodo animales obtenidas de forma ecoldgica, con un alto porcentaje

en este aminoacido.

No hubo diferencias en la mortalidad, siendo en todos los casos inferior al 5%, y siempre
relacionada con el manejo de los peces, ya que practicamente todos los ejemplares

muertos se encontraron en los dias posteriores al muestreo.

Esto demuestra que las lubinas tienen una buena aceptacion a las formulas utilizadas en
los piensos ecoldgicos con mas de un 30% de harina de pescado, en los cuales no se
afiadié ningiin aminoacido sintético para cubrir las deficiencias ocurridas por los bajos
porcentajes de harinas de pescado. Sin embargo, para intentar reducir la utilizacion de
harina de pescado en piensos ecoldgicos seria necesario, como se ha comentado,
encontrar otras materias primas ecoldgicas ricas en los aminoacidos deficitarios para
compensar su escasez.

Tabla 6: Resultados finales de crecimiento y aprovechamiento nutritivo de las lubinas alimentadas con
los diferentes piensos experimentales durante 196 dias.

Piensos’ FM 30 Control FM 35 ECO FM 30 ECO FM 25 ECO

Peso Inicial 40,4 40,4 38,6 40,4

+0,5 +0,5 +0,5 +0,5
Peso Final 340,45 ® 318,122 332,83 2 306,53 °

+7.4 +7.4 +938 +73

Mortalidad 3,3 3.3 3,6 33
£1,16 £1,16 £1,16 £1,16
TCI' (%/dia) 1,092 1,05 @ 1,082 1,04 °
n=3 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01
TAD? (g/100 g 1,192 1,252 1,272 1,35°
pez dia). n=3 + 0,02 + 0,02 + 0,02 + 0,02
ICA° 1,472 1,582 1,592 1,73 °
n=3 +0,03 +0,03 +0,03 +0,03

'TCI (%dia™): Tasa de Crecimiento Instantaneo = 100 x In(peso final/peso inicial)/tiempo.

*TAD (g 100 g pez' dia™): Tasa de Alimentacion Diaria = 100 x ingesta (g)/ biomasa ganada (g) x tiempo.
*ICA: Indice de Conversion del Alimento = ingesta (g)/biomasa ganada (g).

Los valores presentados en la tabla son la media + ESM, (n = 3). Superindices con diferentes letras indican
diferencias estadisticas significativas con una p<0.05).
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Si comparamos unicamente los piensos ecoldgicos nos encontramos con que no hubo
diferencias significativas en cuanto al peso final, sin embargo, el FM 25 ECO si presentd
peores valores en ICA'Y TAD con respecto a los piensos FM 30 ECO y FM 35 ECO, en
cuando al TCI hubo diferencia entre en FM 35 ECO y el FM 25 ECO, pero no entre el
FM 30 ECO con los otros dos.

En la lubina se han obtenido buenos resultados al utilizar piensos con altas sustituciones
de harina de pescado por mezclas vegetales en piensos convencionales (Kaushik et al.,
2004; Adamidou et al., 2009), pero son escasos los estudios donde se evalta el
crecimiento en lubinas alimentadas con piensos ecoldgicos con altas sustituciones de
harinas y aceite de pescado. Algunos trabajos anteriores con lubina comparan piensos
convencionales y ecologicos, sin embargo, no pueden compararse con estos resultados ya
que el pienso ecoldgico presentaba altas cantidades de harina de pescado (56%) frente al
convencional (20%), dando como resultado mejores crecimientos y indices de conversion

de alimento en los peces alimentados con piensos ecologicos (Di Marco et al., 2017).

En otros estudios similares realizados con dorada, el pienso ecoldgico también presentd
mejor crecimiento que el convencional, en este caso sin mostrar diferencias significativas,
sin embargo, al igual que en el trabajo de Di Marco et al.(2017) el pienso ecoldgico
también se formul6 con un mayor porcentaje de harina de pescado (63%) que el

convencional (50%) (Mente et al., 2012).

4.2 Parametros corporales y biométricos.
Los parametros corporales se analizaron tanto de las lubinas iniciales como de las finales.

Los resultados de la composicion de la carne y las eficiencias de retencion de proteina,

grasa y energia se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7: Composicion de la carne de lubina alimentada con los diferentes piensos experimentales durante

196 dias.
Iniciales FM 30 FM35ECO FM30ECO FM25ECO
Control
Materia seca 26,12 36,91 + 0,50 37,97 0,50 36,37 + 0,50 37,36 £ 0,50
(%)
Proteina bruta 16,12 17,45 +£ 0,24 16,99 + 0,24 17,23 £ 0,24 17,29 + 0,24
(% P.M)
Grasa bruta 4,66 15,86 £ 0,58 17,74+ 0,58 15,59+ 0,58 16,64 + 0,58
(% P.M)
Cenizas 5,48 3,71+0,32 3,58 +£0,32 3,63 +0,32 3,50 + 0,32
(% P.M)

Energia (KJ/g) | 19,47 26,73 0,39 28,10+ 0,39 26,82 + 0,39 27,38 +0,39
VPP! (%) 2534+£0,70%  22,98+0,70%® 2342+0,70%® 21,89+0,70°
VPG? (%) 76,34 + 3,24 7421 + 324 63,16 + 3,24 62,58 + 3,24
VPE’ (%) 24,01 + 1,06 24,64 + 1,06 22,00 % 1,06 21,05+ 1,06

VPP!= Valor productivo de proteina (%) = Proteina retenida (proteina del pez final * Biomasa final (g)) *100 —
Proteina pez inicial x biomasa inicial (g) / Proteina ingerida (Kg alimento ingerido *% proteina bruta de pienso)
VPG?= Valor productivo de grasa (%) = Grasa retenida (grasa del pez final * Biomasa final (g)) *100 — grasa del pez
inicial x biomasa inicial (g) / Grasa ingerida (Kg alimento ingerido *% grasa bruta de pienso)

VPE?= Valor Productivo de Energia (%) = Energia retenida (Energia del pez final * Biomasa final (g)) *100 —
Energia del pez inicial x biomasa inicial (g) / energia ingerida (Kg alimento ingerido *% energia del pienso)

Los valores presentados en la tabla son la media + ESM, (n = 3). Superindices con diferentes letras indican diferencias
estadisticas significativas con una p<0.05).

No se hallaron diferencias significativas para ninguno de los parametros corporales

estudiados.

En cuanto a las eficiencias de retencion, el VPP fue significativamente menor para el
pienso con menor inclusion de harina de pescado FM 25 respecto al pienso control, sin
embargo, no hubo diferencias en la eficiencia de retencidon proteica entre los piensos
ecologicos. Por otro lado, ni el VPG ni el VPE presentaron diferencias significativas entre
piensos, no obstante, los mayores porcentajes se dieron en los peces alimentados con
pienso control (76,34 % y 24,01 % respectivamente) al mismo tiempo que en los piensos
ecologicos estas retenciones fueron reduciéndose segun disminuia la inclusién de harina

de pescado.

En otros estudios, Pérez et al. (1997) citan la eficiencia de retencion de energia valores
de 14-22 % para juveniles de lubina europea (14-17 g) mientras que Ballestrazzi et al.
(1994) obtuvieron eficiencias de 24-27 % para lubinas de mayor tamaifio (200-232 g). En
cuanto a la retencion de nitrogeno, estos Ultimos autores han obtenido para lubina unas

eficiencias en la retencion proteica de 16-30 % y 24-26 % respectivamente.
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Respecto a los indices biométricos estudiados, los cuales aparecen en la Tabla 8, el factor
de condicion (FC) muestra la relacion entre el peso final del animal y la longitud de éste,
por lo que nos indica el estado de grosor de los peces. Como podemos observar los peces
con mejores factores de condicion fueron los alimentados con los piensos FM 35 ECO
(1,59 %) y FM 25 ECO (1,54 %), lo que coincide con los piensos que presentaron
menores pesos finales. Esto podria deberse a que estos peces no crecieron por las posibles
deficiencias en la dieta, pero sin embargo si acumularon grasa debido a la alta cantidad
de energia que tenian los piensos, que como vemos en la anterior tabla fueron los
tratamientos que mas grasa presentaron en la carne y en las visceras (IGV, Tabla 8). En
cuanto al IVS y IHS hubo diferencias entre los peces alimentados con pienso control y el

resto de los tratamientos.

Tabla 8: Indices biométricos de las lubinas alimentadas con los diferentes piensos experimentales durante
196 dias.

Piensos FM 30 Control FM 35 ECO FM 30 ECO FM 25 ECO

FC' [ 1,33+0,032 1,59 + 0,03 1,44 +0,03 ® 1,54 + 0,03
IVS? | 11,82 +£0,442 13,80 £ 0,44 ° 13,33 £0,44° 13.83+£0,44°
IHS? | 2,16 +0,09 2 1,81+ 0,09 ° 1,56 + 0,09 ° 1,60 + 0,09 ®
IGV* | 526+0,45° 7,62 +0,45° 6,27 + 0,45 2 6,86 + 0,45 °

'FC (g cm™): Factor de Condicién = 100 x peso final/longitud®

’IVS (%): Indice viscerosomatico = 100 x peso visceras/peso final.

*[HS (%): Indice hepatosomatico = 100 x peso higado/peso final.

*IGV (%): Indice de grasa visceral = 100 x peso grasa visceral/peso final.

Los valores presentados en la tabla son la media + ESM, (n = 15). Superindices con diferentes letras indican
diferencias estadisticas significativas con una p<0.05).

Los peces control presentaron un menor indice viscerosomatico que el resto. En otros
estudios una alta sustitucion de harinas de pescado por fuentes vegetales ecologicas
desencaden6 en un incremento significativo del IVS. Esto puede indicar que las lubinas
alteraron su fisiologia digestiva para aumentar las capacidades de absorcion en respuesta

a las posibles deficiencias nutricionales de los piensos (Lunger et al., 2007).

La utilizacion de piensos ecoldgicos, asi como el aumento de sustitucion de harinas de

pescado resultdé en una disminucién significativa del indice hepatosomatico en
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comparacion con el pienso control (2.16%), los valores de los piensos ecoldgicos FM 35

ECO, FM 30 ECO y FM 25 ECO fueron de 1,81, 1,56 y 1,60 %, respectivamente.

En cuanto al indice de grasa visceral no hubo diferencias entre el pienso control (5,26 %)
y el FM 30 ECO (6,27%), sin embargo, si las hubo entre el control y el resto de los piensos
ecologicos. Resultados similares se han obtenido en otros trabajos donde se observa un
aumento de la grasa visceral en los peces con una mayor sustitucion de harina de pescado
(Kaushik et al., 2004). El hecho de que los piensos con menores indices de grasa visceral
fueran los que presentaron un mayor crecimiento puede estar relacionado con que estos
peces, debido a su mayor tamafio, estuvieran destinando parte de su energia para la
formacion de gonadas. Ademas, estos dos tratamientos también coinciden con los niveles

mas bajos de grasa bruta en la carne.
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Conclusiones
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VI. Conclusiones

La sustitucion de harinas de pescado por materias primas vegetales en piensos ecoldgicos

ha permitido llegar a las siguientes conclusiones:

1. En piensos ecoldgicos se pueden reducir los niveles de inclusion de harina de
pescado hasta un 30% utilizando materias primas vegetales sin mostrar
diferencias con un pienso convencional con la misma inclusion de harina de

pescado.

2. Lo peces alimentados con el pienso con menor inclusion de harina de pescado

(FM 25 ECO) fueron los que mostraron las mayores TAD y mayores ICA.

3. Los indices biométricos se vieron afectados por los piensos ecologicos mostrando
diferencias significativas con el pienso control en cuanto a el FC, IVS, IHS e IGV.
Presentando mayores IVS y IGV y menores IHS. Sin embargo, no hubo

diferencias entre los piensos ecoldgicos para estos mismos indices biométricos.

4. No se hallaron diferencias significativas para ninguno de los pardmetros

corporales estudiados.

5. En cuanto a las eficiencias de retencion, el VPP fue igual entre piensos con igual
o mayor porcentaje de sustitucion, siendo solo menor para el pienso con menor
inclusion de harina de pescado FM 25 ECO respecto al pienso control, sin
embargo, no hubo diferencias entre los piensos ecologicos. Ni el VPG ni el VPE

presentaron diferencias significativas entre piensos.
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VII. ANEXOS

Anexo I: Materias primas para la alimentacion animal ecologica de origen mineral.

Conchas marinas calizas

Maerl

Lithotamnium

Gluconato de calcio

Carbonato de calcio

Fosfato monocalcico desfluorado
Fosfato dicalcico desfluorado
Oxido de magnesio (magnesia anhidra)
Sulfato de magnesio

Cloruro de magnesio

Carbonato de magnesio

Fosfato célcico-magnésico
Fosfato de magnesio

Fosfato monosodico

Fosfato calcico-sédico

Cloruro de sodio

Bicarbonato de sodio

Carbonato de sodio

Sulfato de sodio

Cloruro de potasio

Productos y subproductos de procesos de fermentacion de microorganismos cuyas

células han sido desactivadas o muertas:

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces carlsbergiensis
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Anexo II: Aditivos permitidos para la fabricacion de piensos ecologicos.

Los aditivos para piensos que figuran en el presente anexo deberan estar autorizados
con arreglo al Reglamento (CE) no 1831/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo

(D.

1. ADITIVOS TECNOLOGICOS

a) Conservantes

Numeros de identificacion Sustancias Condiciones de uso

E 200 Acido sorbico

E 236 Acido formico

E 237 Formato de sodio

E 260 Acido acético

E 270 Acido lactico

E 280 Acido propidnico

E 330 Acido citrico

b) Antioxidantes

Numeros de identificacion

Sustancias

Condiciones de uso

E 306

Extractos de origen natural ricos en
tocoferoles

c) Agentes emulsionantes y estabilizantes, espesantes y gelificantes

Numeros de identificacion

Sustancias

Condiciones de uso

E 322

Lecitina

Unicamente si deriva de materias
primas ecoldgicas

d) Aglutinantes, agentes antiaglomerantes y coagulantes

Numeros de identificacion Sustancias Condiciones de uso
E 535 Ferrocianuro soédico Dosis maxima de 20mg/Kg NaCl
calculada como anion de
ferrocianuro
E 551b Silice coloidal
E 551c Tierra de diatomeas purificada
E 558 Bentonita-montmorillonita
E 559 Arcillas caoliniticas, sin amianto
E 560 Mezclas naturales de esteatitas y
clorita
E 561 Vermiculita
E 562 Sepiolita
E 566 Natrolita-fonolita
1g 568 Clinoptilolita de origen
sedimentario
E599 Perlita
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e) Aditivos de ensilado

Numeros de identificacion

Sustancias

Condiciones de uso

IK

Enzimas, levaduras y bacterias

Unicamente para produccién de
ensilado cuando las condiciones
climaticas no permitan una
fermentacion adecuada

2. ADITIVOSORGANOLEPTICOS

Numeros de identificacion

Sustancias

Condiciones de uso

2b

Compuestos aromatizantes

Unicamente extractos de productos
agricolas

3. ADITIVOSNUTRICIONALES

a) Vitaminas

Numeros de identificacion

Sustancias

Condiciones de uso

3a

Vitaminas y provitaminas

Obtenidas de productos agricolas

Si se obtienen de forma sintética,
unicamente se podran utilizar para
los animales monogéstricos y los
animales de la acuicultura las que
sean idénticas a las obtenidas de
productos agricolas

Si se obtienen de forma sintética,
unicamente se podran utilizar para
los rumiantes las vitaminas A, D y
E idénticas a las obtenidas de
productos agricolas, con la
autorizacion previa de los Estados
miembros basada en la evaluacion
de la posibilidad de que los
rumiantes alimentados de forma
ecoldgica obtengan las cantidades
necesarias de las citadas vitaminas a
través de su dieta

b) Oligoelementos

Numeros de identificacion

Sustancias

Condiciones de uso

E1 Hierro

- Oxido férrico

- Carbonato ferroso
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- Sulfato ferroso, heptahidratado

- Sulfato ferroso, monohidratado

E2 Yodo

- Yodato de calcio anhidro

E3 Cobalto

- Carbonato basico de cobalto,
monohidratado

- Sulfato cobaltoso monohidratado
y/o heptahidratado

E4 Cobre

- Carbonato bésico cuprico,
monohidratado

- Oxido ciiprico

- Sulfato ctiprico, pentahidratado

E5 Manganeso

- Carbonato manganoso
- Oxido manganoso

- Sulfato manganoso, monohi
dratado

E6 Zinc - Oxido de zinc
- Sulfato de zinc monohidratado
- Sulfato de cinc heptahidratado
E7 Molibdeno - Molibdato de sodio
ES8 Selenio - Seleniato de sodio

- Selenito de sodio

4. ADITIVOSZOOTECNICOS

Numeros de identificacion

Sustancias

Condiciones de uso

Encimas y microorganismos
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Anexo III: Parametros de crecimiento.

Tasa de crecimiento instantaneo:

Ln(Pf) — Ln(Pi) .

TCI = 100

Donde:
Pf = peso medio final (g)
Pi = peso medio inicial (g)
t = tiempo (dias)
Indice de conversion de alimento:

1A = Ingesta

~ Bf —Bi
Donde:
Bf = biomasa final
Bi= biomasa inicial
Tasa de alimentacion diaria:
Bf — Bi
TAD(g) = 100 = Ingesta/(T)/t
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Anexo IV: Calculo de los indices biométricos y eficiencia de retencion.
Factor de condicion:

Peso total
100

C =
Longitud total3 i

Indice viscerosomatico:

Peso total — Peso canal
VS = * 100
Peso total

Indice de grasa visceral:

Peso grasa visceral

IGV = 100
Peso total i
Indice hepatosomatico:
Peso higado
IHS = —— %100
Peso total

Eficiencias de retencion

Valor Productivo de la proteina, grasa y energia:

VPP ((Proteina final pez  Biomasa final(g)) — (Proteina inicial pez  Biomasa inicial(g))) 100
= *

Ingesta(g) * Proteina pienso

Grasa final pez x Biomasa final — (Grasa inicial pez * Biomasa inicial
VPG = (( finalp final(g)) - ( P (y))> + 100

Ingesta(g) * Grasa pienso
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VPE <(Energia final pez » Biomasa final(g)) — (Energia inicial pez  Biomasa inicial(g))) 100
= *

Ingesta(g) * Energia pienso

Anexo V: Protocolo para la determinacion de materia seca:
Material:

* Estufa de desecacion.

* Crisoles de porcelana.

* Pinzas metalicas.

* Desecador de cloruro célcico o similar.

* Balanza de precision 0,0001g.

Procedimiento:

Deshidratar crisoles de porcelana, previamente numerados en su base con grafito, en
estufa a 105°C durante 10 a 12 horas. El andlisis se realiza por triplicado.

Dejar enfriar los crisoles en el desecador y anotar su peso vacios (A), a continuacion, se
introduce en cada crisol 3g de muestra y se anota el peso de el crisol con la muestra (B).

Llevar a la estufa y dejarlos a una temperatura de 105°C por al menos 24 horas,
transcurrido el tiempo se dejan enfriar en el desecador y se pesan de nuevo (C).

Calculo:

Conociendo la diferencia de peso entre la muestra himeda y la seca podemos saber el
porcentaje de materia seca.

Peso muestra himeda: D =B — A

Peso muestraseca: E=C — A

E
%MS=B><100
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Anexo VI: Protocolo para la determinacion de las cenizas:
Material:

* Placa calefactora en campana de humos

Mufla de incineracion.

Estufa de desecacion.

Crisoles de porcelana.

Pinzas metélicas.

Desecador de cloruro calcico o similar.

Balanza de precision 0,0001g.

Procedimiento:

Una vez obtenidas la materia seca de las muestras, estas se llevan a una placa
calefactora en campana de humos para realizar una pre-combustion hasta que cesa la
emision de humos, alrededor de 20-25min dependiendo del tipo de muestra.

A continuacidn, se lleva a la mufla y se calcina a 550°C durante 5 horas.

Una vez la mufla este fria, se sacan los crisoles utilizando las pinzas metélicas y se
dejan por un tiempo en el desecador, al pasar un tiempo se pesan los crisoles (C).

Calculos:
A: Peso del crisol
B: Peso del crisol + Peso muestra humeda

C: Peso crisol + Peso cenizas

Cenizas% = (C— A/B — A) x 100
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Anexo VII: Protocolo para la determinacion del contenido de proteina bruta:

Para determinar el contenido en proteina de una muestra utilizamos la maquina Leco
CN628. Esta utiliza el método Dumas para obtener la cantidad de nitrogeno que tiene la
muestra.

Para ello, la muestra se mezcla y se calienta con 6xido de cobre en una atmosfera con
dioxido de carbono. Se forman gases que son reducidos por el cobre y el nitrogeno
molecular y se determina por medicidén volumétrica.

Las mediciones se realizan introduciendo 0,17 gramos de muestra liofilizada en

pequeiios envoltorios de papel de aluminio que se introducen en la maquina. Los
resultados de nitrégeno son proporcionados directamente por el Leco CN628.
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Anexo VIII: Protocolo para la determinacion de la grasa bruta:

Material:

* Balanza analitica.

* Estufa 105°C.

* Equipo de extraccion XT10 Ankom.
* Bolsas filtro XT14 Ankom.

* Sellador de calor (Ankom 1915).

e Desecador.

Procedimiento:

Se ha de coger el sobre con pinzas y anotar su peso, a continuacion, colocarlo sobre un
papel limpio y anotar con grafito el numero de la muestra en una esquina. Se afiaden 0,5
g de muestra liofilizada en el sobre y se cierra con la selladora comprobando que quede
bien cerrado.

Colocar los sobres en la estufa durante 24h, una vez transcurrido el tiempo, se sacan y
se dejan enfriar en el desecador por un periodo de 10 min. A continuacidn, se pesan los
sobres y se anota su peso seco (sobre + muestra), posteriormente se colocan las
muestras en el ANKOM y cuando el proceso haya finalizado se han de colocar los
sobres de nuevo en la estufa por otras 24h. Una vez terminado se pesa el sobre con la
muestra desengrasada.

Calculos:

%GB=<(A_D_B)_(C_B)>*100

A-B

A= Peso sobre + muestra humeda
B= Peso bolsa

C= Peso bolsa + muestra sin grasa
D= Peso del agua
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Anexo IX: Protocolo para la determinacion del contenido de aminoécidos totales:

Materiales:

* Tubo Pyrex 10 ml con tapdn de teflon.

+ Balanza analitica de precision 0,0001 g.

* Pipetas automaticas.

* Matraces aforados de 250mL.

* Matraces 100mL fondo plano boca esmerilada para rotavapor.
* Embudos de vidrio.

» Tubos eppendorf.

* Papel de filtro.

* Filtros de 0,2um de poro.

» Jeringas de pléstico.
* Viales de inyeccion.
Procedimiento:

Para la Cisteina vy la Metionina:

Pesar una cantidad de muestra que contenga aproximadamente 25 mg de proteina bruta
e introducirla en un matraz redondo de fondo plano con tapdn esmerilado y cierre
metalico de 100mL.

Preparacion del acido perférmico:

* 1 volumen de H20> al 30%
* 9 volumenes de acido formico al 98%

Dejar reposar una hora en campana extractora y almacenar en refrigeracion al menos

otra hora con parafilm. Afiadir 4 ml de acido perférmico y cerrar el matraz. Dejar en la
nevera durante 16h a 4°C.
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Parar la reaccion afiadiendo 0,6 ml de 4cido bromhidrico al 48% y dejar en nevera 15
min.

Evaporar a sequedad en rotavapor a 55°C y a 60rpm e hidrolizar con 5 ml de HCL 6N
durante 23 horas en estufa a 110°C.

Para el resto de los aminoacidos:

Pesar una cantidad de muestra que contenga aproximadamente 25 mg de proteina bruta
e introducirla en un tubo Pyrex con tapon de rosca con sello de teflon.
Anadir 5 ml de HCL 6N y mezclar.

Burbujear N; seco en cada tubo durante un minuto para desplazar el aire. Cerrar los
tubos y mantener en estufa a 110°C durante 23 horas.

A partir de la hidrolisis el procedimiento es el mismo para todos los aminoacidos.

Enfriar los tubos a temperatura ambiente y filtrar su contenido a través de papel de
filtro, empleando un embudo de vidrio y un matraz aforado de 250ml.

Anadir 0,5 ml de la solucion de patron interno (25 mM de alfa-aminobutirico en HCL
0,1N) al matraz de 250 ml, y anotar el peso de patron anadido.

Enrasar los matraces de 250 ml con agua miliQQ y mezclar bien, filtrar con filtro de

jeringa de 0,2 um Iml de dicha solucion y utilizar 10 p del filtrado para derivatizar
segun el método del AQC. Pinchar las muestras en HPCL.
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