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Resumen

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto de la sustitucion parcial de la harina de
pescado por una mezcla de concentrado de proteinas vegetales sobre el crecimiento y
las actividades de los enzimas digestivos del pez lumpo (Cyclopterus lumpus). El
experimento se llevo a cabo con lumpos con un peso inicial de 4 + 0,01 g y tuvo una
duracion de 54 dias. Se formularon 4 piensos experimentales, las cuales se ensayaron
en tanques por triplicado; un pienso control (CTRL) basada en harina de pescado (HP),
y tres piensos que contenian concentrado de proteina de soja (CPS) y concentrado de
proteina de guisante (CPG) sustituyendo la HP en un 25% (PP25), 50% (PP50) y 75%
(PP75). El crecimiento de los peces multiplicé de 5 a 6 veces su peso inicial en 54 dias.
En cuanto a la actividad de los enzimas digestivos, el pienso PP25 presentd una
actividad de la leucina aminopeptidasa (LAP) mas alta que en el resto de los peces
alimentados con los otros piensos, mientras la actividad enzimética de la tripsina (TRP)
fue mayor en los alimentados con el pienso PP50. En cambio, la actividad total de la
proteasa alcalina (TAP) y la TRP fue menor en los peces alimentados con el pienso
PP75. Ademas, las actividades enzimaticas también se vieron afectadas
significativamente en las diferentes regiones del tracto intestinal, asi pues, la LAP y TRP
fueron significativamente mayores en el intestino medio (IM). En general, estos
resultados indican que se puede sustituir el 50% de HP por una mezcla de CPS y CPG
sin ningun efecto adverso relevante en la actividad de los enzimas digestivos con una
mejora incluso en el crecimiento de los peces.

Palabras clave: lumpo, harina de pescado, concentrado de proteina de soja y de
guisante, enzimas digestivas.
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Resum

En el present treball s'ha estudiat I'efecte de la substitucié parcial de la farina de peix
per una barreja de concentrat de proteines vegetals sobre el creixement i les activitats
dels enzims digestius del peix lumpus (Cyclopterus lumpus). L'experiment es va dur a
terme amb lumpos amb un pes inicial de 4 £ 0,01 g i va tenir una durada de 54 dies. Es
van formular quatre pinsos experimentals, les quals es van assajar en tancs per triplicat;
un pinso control (CTRL) basada en farina de peix (HP), i tres pinsos que contenien
concentrat de proteina de soja (CPS) i concentrat de proteina de pésol (CPG) substituint
la HP en un 25% (PP25), 50% (PP50) i 75% (PP75). El creixement dels peixos va
multiplicar de 5 a 6 vegades el seu pes inicial en 54 dies. Pel que fa a l'activitat dels
enzims digestius, el pinso PP25 presentar una activitat de la leucina aminopeptidasa
(LAP) més alta que a la resta dels peixos alimentats amb els altres pinsos, mentre
I'activitat enzimatica de la tripsina (TRP) va ser més gran en els alimentats amb el pinso
PP50. En canvi, I'activitat total de la proteasa alcalina (TAP) i la TRP va ser menor en
els peixos alimentats amb el pinso PP75. A més, les activitats enzimatiques també es
van veure afectades significativament en les diferents regions del tracte intestinal, aixi
doncs, la LAP i TRP van ser significativament majors en l'intesti mitja (IM). En general,
aquests resultats indiquen gque es pot substituir el 50% d'HP per una barreja de CPS i
CPG sense cap efecte advers rellevant en l'activitat dels enzims digestius amb una
millora fins i tot en el creixement dels peixos.

Paraules clau: lumpus, farina de peix, concentrat de proteina de soja i de pésol, enzims
digestius.
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Abstract

In the present work, the effect of the partial substitution of fish meal by a mixture of
vegetable protein concentrate on the growth and activities of the digestive enzymes of
the lump fish (Cyclopterus lumpus) has been studied. The experiment was carried out
with lumpos with an initial weight of 4 + 0.01 g and lasted 54 days. 4 experimental feeds
were formulated, which were tested in tanks in triplicate; a control feed (CTRL) based on
fish meal (HP), and three feeds containing soy protein concentrate (CPS) and pea
protein concentrate (CPG) replacing HP by 25% (PP25), 50% (PP50) and 75% (PP75).
The growth of the fish multiplied its initial weight by 5 to 6 times in 54 days. Regarding
the activity of digestive enzymes, the PP25 diet presented a higher leucine
aminopeptidase (LAP) activity than in the rest of the fish fed with the other feed, while
the enzymatic activity of trypsin (TRP) was higher in those fed with the PP50 feed. On
the other hand, the total activity of alkaline protease (TAP) and TRP was lower in fish
fed PP75 feed. Furthermore, enzyme activities were also significantly affected in the
different regions of the intestinal tract, thus, LAP and TRP were significantly higher in the
midgut (MI). In general, these results indicate that 50% HP can be replaced by a mixture
of CPS and CPG without any relevant adverse effect on the activity of digestive enzymes
with an improvement even in fish growth.

Key words: lump, fish meal, soy and pea protein concentrate, digestive enzymes.



TFM — MUA — (UPV) — MARINA CERDA MOLINS - 2020 - 2021

Abreviaturas

AA: Aminoacidos

ALP: Fosfatasa alcalina

ANT: Factores antinutricionales

ATC: Acido tricloroacético

CC: Ciego pildrico

CPG: Concentrado proteico de guisante

CPS: Concentrado proteico de soja

CTRL: Pienso control

HCI: Acido cloridrico

HFM: Pienso de harina de pescado y proteinas de pescado hidrolizadas
HP: Harina de pescado

HS: Harina de soja

IA: Intestino anterior

ID: Intestino distal

IM: Intestino intermedio

LAP: Leucina amino peptidasa

PP25: Pienso donde se sustituyo el 25% de HP
PP50: Pienso donde se sustituy6 el 50% de HP
PP75: Pienso donde se sustituy6 el 75% de HP
TAP: Proteasa alcalina total

TRP: Tripsina
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1 INTRODUCCION

1.1 Descripcién de la especie, biologia y distribucion

El lumpo pertenece a la familia Cyclopteridae del orden perciformes, y es la Unica del
género monoespecifico Cyclopterus (Figura 1).

Sus cuerpos son comprimidos, con la cabeza relativamente pequefia y grandes
aberturas branquiales. Tienen tubérculos éseos bien desarrollados en cabeza y cuerpo.
Existen 3 filas distintas de tubérculos grandes lateralmente, con unos mas pequefios
esparcidos entre filas, que son caracteristicos de esta familia de peces. Ademas, las
aletas pélvicas de estos peces han evolucionado en discos succionadores ventrales,
gue usan para adherirse al sustrato.

Esta especie habita en los fondos rocosos, aunque se pueden encontrar entre algas
flotantes. Se alimentan de ctend6foros, medusas, pequefios crustaceos, gusanos
poliquetos y peces pequefios. Se trasladan a la costa en verano para desovar. Los
huevos son muy valorados para la produccién de caviar econémico.

Se pueden encontrar en el atlantico septentrional, desde el baltico hasta el golfo de
Finlandia, y muy raramente frente a la costa de Portugal.

Figura 1: Lumpo. Fuente: Fishbase, 2021

1.2 Control biologico y su relacion con la produccion de lumpo

Los piojos del mar son responsables de muchos brotes de enfermedades en la
acuicultura intensiva de los salménidos; estos rozan la piel y el tejido mucoso del pez, y
le pueden causar infecciones secundarias o problemas osméticos, que, si no se tratan,
pueden llegar a producir la muerte al pez (Imsland et al., 2014). (Figura 2)



TFM — MUA — (UPV) — MARINA CERDA MOLINS - 2020 - 2021

Figura 2: Piojos del mar en el salmén

Esto ocasiona pérdidas econémicas importantes en la industria del salmén atlantico,
pues los caros tratamientos junto con el detrimento en el crecimiento del pez, un mayor
desperdicio del alimento y la reduccién de la calidad del producto final hace que estas
pérdidas asciendan a mas de 150 millones de euros al afio s6lo para piscicultores
noruegos (Bergheim, 2012).

La industria de la acuicultura ha estado usando durante afos tratamientos
guimioterapéuticos y medicamentos para evitar los dafios producidos por los piojos de
mar, pero el uso continuado y prolongado de estos produce resistencias, por lo que se
ha estado buscando una alternativa mas rentable y sostenible. Se ha podido comprobar
gue ésta podria ser el uso de peces limpiadores. El uso de peces limpiadores es
particularmente atractivo ya que puede reducir el uso de quimioterapéuticos, ademas,
puede ser mas rentable que la medicacion, y sin duda, es potencialmente menos
estresante para los peces de piscifactoria (Powell et al.,, 2018). El uso de peces
limpiadores ha ido aumentando considerablemente desde el 2015 hasta la fecha.
Noruega utilizé 26 millones de ejemplares durante 2015, y se ha ido incrementando
hasta 61 millones en 2019, de los cuéles 10 millones corresponden al lumpo en 2015
(Figura 3), y alrededor de 43 millones en 2019 (Direccion de Pesca de Noruega, 2020).
Esto lo convierte en la segunda especie de acuicultura con mayor representacion en
Noruega.
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Figura 3: Nimero de ejemplares de lumpo en Noruega entre el 2015 y el 2019. Fuente:
Direccién de Pesca de Noruega (2020)

Se ha estado investigando varios tipos de peces, como son los labridos, sin embargo,
requieren de latencia invernal y no pueden alimentarse por debajo de 6 °C. En cambio,
el lumpo comun puede seguir alimentandose hasta temperaturas de 4 °C, y estar listo
para su traslado a las granjas de salmones con 4 meses (Powell et al., 2018). Y debido
a que éstos precisan un rango de temperatura de 4 a 12 °C, hace que el lumpo comun
sea una buena opcion. Anteriormente, la poca atencion que habia recibido el lumpo se
habia limitado a la produccion de huevas y se vendia como sustituto de caviar mas
econdémico (Powell et al., 2018). Por lo tanto, comprender las preferencias de
alimentacion de esta especie es esencial para aumentar la eficacia del despiojado sin
comprometer el bienestar o el crecimiento de los salmones. Asimismo, existen datos
gue sugieren que puede haber un componente de aprendizaje cuando meten a los
peces lumpo en jaulas marinas junto a los salmones:

¢ Un punto de estudio es la cantidad exacta de peces necesarios para incluir en
las jaulas marinas con los salmones de manera que la eficacia sea maxima, pero
primeramente la especie debe criarse completamente en cautividad.

e Otro aspecto que se esta investigando, son las caracteristicas de la poblacion
de peces lumpo de diferentes origenes, para conocer cuales son las mas
deseables para emplearse como pez limpiador en las jaulas de produccién de
salmon atlantico (Powell et al., 2018).

e Para aumentar el uso sostenible de esta especie, es interesante la reutilizacién
del pez lumpo después del despiojado. Este se puede usar en la seleccion de
lineas en programas de cria en cautividad, asi como para alimentar animales e
incluso para el consumo humanao.

Sin embargo, no todo son ventajas al utilizar especies limpiadoras, por ello también es
importante profundizar el alcance y la incidencia de enfermedades infecciosas y los
riesgos que pueden representar para el salmon atlantico, pues se desconoce hasta qué
punto los lumpo pueden ser susceptibles a las enfermedades enumeradas en las
reglamentaciones sanitarias actuales. En conclusion, el uso de peces limpiadores es
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una alternativa eficaz y beneficiosa para el medio ambiente, para eliminar los piojos de
mar y reducir el estrés del salmén atlantico debido a la menor manipulacién que se
asocia con el bafio medicinal o el tratamiento mecénico, con la precaucion de que los
peces limpiadores deben estar sanos para optimizar la eliminacion de los piojos. No
obstante, y como se ha comentado anteriormente algunos de ellos presentan un gran
potencial para la industria acuicola. Como toda nueva especie, se debe de profundizar
en sus necesidades, tanto ambientales, como nutricionales, para obtener de ella un
buen rendimiento y beneficio comercial.

1.3 Produccién de caviar

El caviar del lumpo era originalmente una imitacion del caviar del esturion porque sus
huevas eran de tamafio y color similar (Figura 4). Ahora se ha convertido en un producto
propio, y cada afio se venden entre 3.000 y 4.000 toneladas de caviar. En Europa, el
caviar se vende principalmente en tarros de vidrio de 50 y 100 g.

Figura 4: Caviar de lumpo

Este caviar es producido principalmente por Dinamarca, Alemania, Islandia y Suiza.
Todos ellos exportan el caviar a otros paises como Francia y Estados Unidos. Europa
es el principal mercado de este caviar con un 80% respecto al mundial, Francia consume
el 30%, Alemania el 20% y Espafia aproximadamente el 10% (Tabla 1).

La demanda por este producto es relativamente constante, y varia entre 30.000 y 35.000
barriles por afio, cada barril tiene un volumen aproximado de 135 L. Respecto al precio
va variando cada afio dependiendo del pais exportado.
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Tabla 1: Consumo estimado de caviar procedente de lumpo en diferentes zonas a nivel
mundial. Fuente: Klinkhardt, 2002a; FAO, 2002

Pais o region Consumo estimado en todo el mundo

(%)

Europa, del cual 80
Francia 30

Alemania 20

Espana 10

Italia 10

Otros paises de Europa 10
América 15
Asia 3
Otros paises fuera de Europa 2

Mundial 100

1.4 Comportamiento alimentario

El comportamiento alimentario del pez lumpo en jaulas marinas se puede clasificar como
oportunista, es decir, no ingiere solo de una fuente de alimento si hay otras presentes
en su entorno (Imsland et al., 2016).

Se ha demostrado que los peces lumpo de pequefio tamafio consumen mas piojos del
mar, y eso es debido a que se decantan mas por los alimentos naturales, en cambio, los
peces lumpo de tamafio mediano y grande, compiten minimamente con el salmén
atlantico por los pellets, sin afectar negativamente al crecimiento del salmén atlantico.

La temperatura 6ptima para el crecimiento de los peces juveniles disminuye cuando
aumenta el peso corporal, es decir, los peces mas pequefios necesitan mayor
temperatura que los mas grandes para un buen crecimiento (Imsland et al., 2014).

Durante el invierno, los entornos de las jaulas marinas carecen de especies de
zooplancton que se encuentran libremente, y para mantener las poblaciones de peces
lumpo saludables, por lo que se requiere de una fuente de alimento adicional (Imsland
et al., 2016).

La estrategia de alimentacion mas comin es mediante pienso extrusionado que se
distribuye con comederos automaticos colocados en el lado de la jaula, aunque se estan
disefiando nuevas estrategias de alimentacion. Se han disefiado distintos disefios de
bloques de alimentacién con superficie lisa y con ranuras, siendo este ultimo el mas
exitoso, ya que aprovechaban las ranuras para alimentarse (Figura 5). Esto se debe a la
morfologia de su boca la cual es no protractil, redondeada y sin dientes, lo cual provoca
gue sean incapaces de alimentarse de una superficie lisa (Imsland et al., 2018). Una
ventaja de usar estos bloques es que se pueden distribuir en zonas de la jaula cercanas
al salmén atlantico, y asi, aumentan las interacciones entre el salmén atlantico y el
lumpo, mejorando el potencial de pastoreo de piojos. No obstante, la alimentacion en
bloques tiene ciertas desventajas como son la disminucién de la estabilidad del bloque
con el tiempo, y, ademas, que los peces gastan mas energia que los que se alimentan
por pellets debido a una mayor competencia entre ellos probablemente relacionado con
las jerarquias de alimentacion lo que produce una mayor variacion en el crecimiento en
el grupo de bloques de piensos (Imsland et al., 2019).
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Figura 5: Bloque de pienso con ranuras. Fuente: Imsland, 2018

Otra alternativa a la estrategia de alimentacién por bloques es combinar éstos con
sustratos artificiales, para que los peces puedan descansar cuando no estan buscando
comida, para evitar el estrés y aumentar la eficacia de pastoreo de piojos (Imsland et
al., 2018).

Existen varios estudios se ha observado que los peces desarrollan cataratas lo que se
atribuye a alteraciones en el metabolismo y a la desnutricién; existen dos tipos de
cataratas:

e Las bilaterales que tienen causas sistematicas, relacionadas con
nutricion y otros factores ambientales.

e Las unilaterales, que se asocian con tensiones mecénicas externas en
los peces, como, por ejemplo, los diferentes tipos de manipulacion, la alta
densidad de poblacion y enfermedades infeccionas.

Estas alteraciones ponen de manifiesto que hay un problema de bienestar y que las
cataratas estan relacionadas fuertemente con una nutricion suboptima. Imsland (2019),
analizé tres grupos de peces lumpo; uno que lo alimentaban los 7 dias de la semana,
otro grupo que los alimentaban 4 dias, y el Gltimo grupo lo alimentaban 3 dias. Hubo
una mayor incidencia de peces con cataratas bilaterales en comparacion con los peces
con cataras unilaterales y se reveld que los peces alimentados 3 dias a la semana tenian
un 53% menos de prevalencia de cataras en comparacion con los peces que se
alimentaban a diario, y un 48% que los que se alimentaban 4 dias. Una prevalencia tan
alta de cataratas solo se puede comparar con las encontradas anteriormente en el
salmén atlantico debido a un pienso deficiente en histidina. Ademas, este estudio
también revel6 que los peces con una alta tasa de crecimiento especifico tenian mayor
incidencia de cataratas.

En otro trabajo, (Imsland et al., 2018), compararon tres tipos de piensos diferentes en
niveles de vitamina C y astaxantina, y se observd que el grupo de peces alimentados
con el pienso que tenia mayor contenido de vitamina C y de astaxantina, presentaba
menor prevalencia de cataratas, en cambio, el grupo alimentado con el pienso C, tenia
la mitad de vitamina C y astaxantina y tenia una gran prevalencia de cataratas.
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Es importante tratar las cataratas, especialmente en el lumpo, pues una mejora de visiéon
puede llevar a un aumento de eficiencia del pastoreo de los piojos del mar y, ademas,
un mejor bienestar del pez.

1.5 Composicion del alimento. Proteinas vegetales y enzimas digestivas

Es esencial la sustitucion de la harina de pescado (HP) en los piensos vegetales en el
pez lumpo, debido no se trata de una especie que esta enfocada para la produccion y
por eso es necesario buscar otro tipo de ingredientes para minimizar el coste del pienso
y hacer mas sostenible la produccién de peces en acuicultura.

Al ser una especie nueva en la acuicultura se sabe muy poco sobre el efecto que tienen
los ingredientes vegetales, pero es necesario comprender como afectan al desarrollo y
crecimiento de esta especie (Willora et al., 2020).

La industria de piensos para peces durante afios ha ido aumentando los ingredientes
derivados de vegetales. La harina de soja (HS) puede sustituir parte o totalmente la HP
para algunas especies omnivoras como es la tilapia (Oreochromis niloticus) sin afectar
a cambios en el crecimiento o en la composicion del filete (Refstie et al., 2000). La HS
es una fuente de proteina barata, muy disponible, de un alto valor nutricional y ademas
con un perfil de aminoacidos (AA) equilibrado (Krishnan & Jez, 2018). Pero la soja
contiene factores antinutritivos (ANT) que, ha restringido el uso de este ingrediente en
alimento para peces, pero la mayoria de ANT pueden eliminarse o inactivarse, mediante
la aplicacién de altas temperaturas, lo que permite que se pueda incluir en mayor
cantidad en los piensos de los peces sin afectar la digestibilidad de los nutrientes
(Mambrini et al., 1999). Los productos de soja se han utilizado con éxito para sustituir la
HP en los piensos de especies de peces carnivoros (Voorhees et al., 2019), sin
embargo, una sustitucién muy alta afecta negativamente al rendimiento de la produccion
(Murashita et al., 2018; Zhang et al., 2018).

La incorporacién de proteinas vegetales al pienso, puede ser un sustituto rentable,
sostenible y viable de la HP. Sin embargo, la sustitucién total de esta harina de pescado
es alin un desafio, pues los ingredientes vegetales producen efectos negativos como un
desequilibrio del perfil de aminoacidos esenciales, una mala palatabilidad, peor
digestibilidad como consecuencia de un mayor contenido en fibra y la presencia de ANT
(Zhang et al., 2012).

La baja palatabilidad se puede atribuir a la reduccién de atrayentes dietéticos
proporcionados principalmente por la HP, aunque también puede ser debido a los
componentes disuasorios que tienen los ingredientes derivados de plantas (Zhang et
al., 2012).

Casi todos los ingredientes de las proteinas vegetales que se usan normalmente
contienen ANT, e incluyen entre otros, inhibidores de enzimas, analogos de hormonas
componentes metabdlicamente activos, como las toxinas o compuestos antinutritivos e
incluso altos niveles de fibra, los cuales son especificos de cada materia prima (Francis
et al., 2001).

Los inhibidores de proteasas son sustancias antinutritivas que contienen muchos
ingredientes de origen vegetal que podrian usarse en la alimentacion de los peces, en
concreto las legumbres (Norton, 1991). Su potencia depende de su origen y de la enzima
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diana. La soja contiene inhibidores de proteasa que pueden reducir la digestibilidad de
las proteinas (Kalhoro et al., 2018; Rahmah et al., 2016).

Con todo esto, se sabe que la disminucion del valor nutritivo de proteinas vegetales en
piensos para peces estd altamente relacionada con la presencia de estos factores
antinutritivos. El efecto negativo del uso de piensos que contienen inhibidores en el
crecimiento de los peces podria deberse a diferentes factores, como son, el tipo de
harinas que se utiliza, la cantidad de éstas que estan incluidas, la duracién del periodo
de alimentacion y la sensibilidad de las especies especifica para cada factor antinutritivo
(Pérez et al., 2003).

Es evidente que ni todos los inhibidores de proteasas en vegetales son iguales, ni estan
presentes en la misma cantidad. Estos compuestos han sido identificados en una gran
diversidad de especies vegetales, y son particularmente abundantes en semillas de
leguminosas, pero también en cereales y subproductos. Pérez (2003) evalu6 el efecto
inhibitorio sobre la actividad enzimatica de proteasas alcalinas en tres ingredientes
vegetales (salvado de trigo, texturizado de soja y afrechillo de arroz) para pacu
(Piaractus mesopotamicus) y pejerrey (Odontesthes bonaeriensis), y concluyé que
habia efecto inhibitorio de la actividad enzimatica de proteasa alcalinas con
concentraciones moderadas de estos ingredientes vegetales y una inhibicién total con
concentraciones mas elevadas.

El uso de una mezcla de varios ingredientes proteicos de origen vegetal puede mejorar
el equilibro de los nutrientes en el pienso, e incluso se pude diluir o mitigar los
compuestos antinutritivos y por lo tanto incluirlos en el pienso de los peces carnivoros
en mayor proporcion (Zhang et al., 2012; Monge et al., 2015).

Por lo tanto, es importante recalcar que la digestion y la absorcion de nutrientes depende
en gran medida de la actividad de las enzimas digestivas. La actividad de estas enzimas
en el tracto digestivo se puede utilizar como un indicador de la capacidad digestiva y el
estado nutricional de los peces (Martinez-Llorens et al., 2021). Dado que los peces
carecen de actividad enzimatica a nivel bucal, la digestion quimica se produce en el
estbmago e intestino.

En el estbmago de los peces existe gran actividad proteolitica, debido a la accion de
proteasas secretadas por las células glandulares del estbmago. La proteasa mas
frecuente es la pepsina, y otras moléculas con una actividad analoga de la pepsina. La
pepsina es producida en forma de pepsindégeno (su forma inactiva) que es activada por
la presencia de un medio acido (HCI) y su actividad maxima se da en un pH acido en
torno a 2. La pepsina descompone las proteinas en polipéptidos y aminoécidos. Esta no
es una enzima esencial para la digestion de las proteinas, ya que en algunas especies
de peces no poseen actividad de pepsina, que son los llamados “peces sin estémago”,
por lo que la digestién proteica se realiza a pH basico. En ciertos peces existe una
actividad no proteolitica en su jugo gastrico. Estos peces se alimentan de crustaceos
gue contienen un caparazon de quitina, y se ha detectado presencias de quitinasas, que
rompen ese exoesqueleto para facilitar la digestion intestinal. EI pH éptimo para la
actividad de las quitinasas es de 4,5 — 5,1 (Zamora & Rubio, 2009).

En el intestino es donde se produce la mayoria de los procesos quimicos que concluyen
en la digestion total de los alimentos. Esto se produce por la accion de diferentes
enzimas que proceden de la pared intestinal, pancreas o higado. La bilis se produce en
el higado y se acumula en la vesicula biliar. Facilita la digestion de los lipidos, y regula
el pH del intestino. El pancreas produce gran diversidad de enzimas que digieren
proteinas (proteasas), los carbohidratos (glucosidasas) y los lipidos (lipasas).
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Las proteasas (tripsina, quimotripsina, colagenasa y elastasa) son secretadas en el
pancreas en forma de zimégenos y son activados por la enteroquinasa y la tripsina en
el interior del intestino. Las mas importantes son la tripsina y la quimotripsina.

La tripsina se secreta en forma de tripsindgeno y es activado por la enteropeptidasa. Su
sustrato son proteinas y péptidos grandes que hidroliza para producir otros de menor
tamafo y su funcién como activador enzimatico hace que esta enzima sea clave para la
digestion de las proteinas. Su pH 6ptimo es entre 8 y 9 segln la especie y su
temperatura Optima es de 30 a 40 °C. La quimotripsina se origina por la accion de la
tripsina sobre el quimotripsindégeno, también hidroliza proteinas y péptidos de gran
tamafo para producir péptidos de menor tamafio (Zamora & Rubio, 2009).

La elastasa es otra endopeptidadasa que se secreta en forma de proelastasa y es
activada por la tripsina. Actla sobre la elastina, que es una proteina fibrosa de las
arterias y ligamientos, y que es resistente a otras proteasas, ademas de hidrolizar
insulina, ribonucleasas y algunas proteinas de origen microbiano. Esta enzima no se
encuentra en todas las especies de peces. Y las colagenasas, hidroliza proteinas
fibrosas del tejido conectivo, colageno, piel, huesos y tendones.

La secrecion mas destacable que se produce en el intestino es la aminopeptidasa, y
actla sobre el intestino también. Se trata de unas exopeptidasas que hidrolizan el
extremo amino-terminal produciendo aminoacidos libres que son absorbidos por la
pared intestinal (Zamora & Rubio, 2009).

La fosfatasa alcalina (ALP) participa en la regulacion de la absorcion de lipidos (acidos
grasos) y minerales, como calcio y fosforo. También tiene un papel en el control de la
secrecién de bicarbonato por la mucosa, contribuyendo asi a la regulacion del pH de la
superficie de la mucosa (Martinez-Llorens et al., 2021).

Entre los compuestos antinutritivos, la inhibicién de la actividad de la tripsina es una de
las comunes, especialmente cuando se emplean leguminosas (Francis et al., 2001), lo
gue puede afectar a su vez al resto de actividad de enzimas digestivas y, por lo tanto, a
la biodisponibilidad de los nutrientes y particularmente de los AA. Se ha visto en diversos
estudios que las fuentes de proteina vegetal pueden tener efectos negativos en la
actividad de la pepsina, tripsina y quimotripsina en la dorada y otras especies, como es
el caso del estudio (Robaina et al., 1998) que empleé harina de soja y altramuz al 10,
20 y 30% en dorada, y vio que la actividad enzimatica de la tripsina se redujo en los
peces alimentados con los piensos que contenian un 30% de harina de soja. En este
otro estudio (Pervin et al., 2020) determiné el efecto de la sustitucion de la HP en
diferentes niveles de HS; CTRL, 25%, 50% y 75% en el pienso de tilapia (Oreochromis
niloticus) sobre el crecimiento y la actividad de las enzimas digestivas, y concluy6 que
el pienso de la tilapia puede ser sustituida hasta un 75% de HS sin efectos negativos en
el crecimiento y en la actividad de las enzimas digestivas. En este estudio también se
observé que a medida que el pienso contenia mas HS la actividad de las proteasa, lipasa
y amilasa iba disminuyendo en el estbmago y en el intestino. Murashita et al (2015)
informaron una actividad de tripsina, quimotripsina, lipasa y amilasa significativamente
menor en el intestino de pargo rojo (Pagrus major) alimentada con el pienso de HS en
comparacion con los peces alimentados con HP.

Aunque se sabe muy poco sobre el pez lumpo, un reciente estudio (Willora et al., 2020)
mostré que, en los piensos para los peces juveniles, la sustitucion de HP por
concentrado proteico de soja (CPS) y concentrado proteico de guisante (CPG) al 50%
no tuvo efectos negativos en el crecimiento, en la composicién quimica corporal, pero
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no se estudio el efecto de esta sustitucién en la actividad enzimatica. La actividad
enzimatica varia con la edad del pez, su estado fisiolégico y la estacion, ademas de que
existen factores que afectan a esta actividad como son la temperatura, el pH, la
presencia de inhibidores y la concentracion del sustrato, por lo que se ve necesario
evaluar como afectaria en cada especie, cuando se varia su alimentacion.
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2 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La industria del salmoén atlantico sufre anualmente elevadas pérdidas econémicas
causadas por los tratamientos que se efectlian por la infestacién de piojos del mar, lo
cual conlleva mermas importantes en la calidad del producto final, reduccién del
crecimiento de los peces y pérdida de la rentabilidad productiva (Imsland et al., 2014).
A todas estas pérdidas, se suma el impacto medioambiental que se produce por el uso
continuado de tratamientos quimioterapéuticos y medicamentos originando resistencia
en los piojos.

Debido a todo ello, se ha empezado a utilizar una alternativa mas rentable y sostenible.
Se trata de los peces limpiadores, como es el lumpo comun, para el control de estas
infestaciones. Estos peces se alimentan de los piojos del mar que estan en los
salmones.

En estudios realizados previamente, se ha comprobado que cuanto mas se alimenta el
pez lumpo del piojo de mar, es en estado juvenil, pues se decanta por alimento mas
natural. En cambio, al crecer compiten minimamente con el salmén por los pellets,
aunque no se ha comprobado que afecte negativamente a la eficiencia nutritiva del
salmén atlantico (Imsland et al., 2014). Es por ello, que su potencial como peces
limpiadores no se puede utilizar cuando van alcanzando aproximadamente un peso de
350 g.

Ademads, la produccién de peces que se supone es de habito omnivoros por su tipo de
alimentacion en el medio natural, pueden aprovecharse adicionalmente para otros usos,
como la produccion de caviar econémico, algo muy demandado en el mercado europeo
actualmente. Sin embargo, como nueva especie en la acuicultura, se sabe muy poco
sobre el comportamiento, las necesidades nutritivas y el efecto de la composicion del
pienso sobre la fisiologia digestiva (Willora et al., 2020), asi como los efectos de
sustitucion de harina de pescado por harinas vegetales.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue contribuir al conocimiento de la fisiologia
digestiva del lumpo mediante la evaluacién de su capacidad digestiva, empleando como
indicador de ésta, la actividad enzimatica del pez alimentado con piensos con niveles
decrecientes de harina de pescado, al sustituirla por concentrado proteico de soja y de
guisante.

11
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Pecesy control de pesos

El experimento se realizé una vez tuvo la aprobaciéon del Organismo institucional de
Bienestar Animal y con el cumplimiento de las directrices establecidas por la Ley de
Bienestar Animal de Noruega (LOV-2009-06-19-97) y la Directiva de la Unién Europea
(EU/2010/63) relativa con el uso de los animales en la investigacion.

Los peces fueron obtenidos de la empresa Magrkvedbukta AS, con un peso inicial de 4
g + 0,01 y fueron puestos en 12 tanques de 500 L aleatoriamente, cada tanque contenia
208 peces, en la estacion de investigacion de la FBA de la Universidad Nord, Bodg,
Noruega (Willora et al., 2020).

Antes del experimento, los peces se adaptaron a las condiciones del laboratorio durante
2 semanas y durante este tiempo se alimentaron con un pienso comercial (Gemma Silk,
Skretting, Stavanger, Noruega). El experimento de alimentacion se llevé a cabo durante
54 dias, y durante todo el periodo experimental, la luz se atenué para proporcionar un
régimen de iluminacion similar al de la practica de cria comercial. El caudal de agua se
mantuvo constante a 500 L/h, la temperatura (7,6 £ 0,9 °C) y el oxigeno disuelto (86,7 +
0,11%). Al inicio y al final del experimento, 5 peces por tanque (15/tratamiento) fueron
anestesiados con MS-222 (sulfonato de metano tilino tricaino; Argent Chemical
Laboratories, Estados Unidos; 30 g/L), y sacrificados por un golpe en la cabeza. Se
extrajo el tracto intestinal, incluido el contenido intestinal junto con los tejidos adherentes
y se envolvid en un papel de aluminio; se congelaron de inmediato en nitrégeno liquido
y se almacenaron a - 80 °C hasta el momento del analisis enziméatico.

3.2 Piensos experimentales

Los cuatro piensos fueron fabricados por la empresa SPAROS Lda. Olhao, Portugal, y
contenian un 52% de proteina bruta y 21 kJ/g de energia bruta (Willora et al., 2020). El
pienso control (CTRL) contenia como Unica fuente proteica la HP; mientras que los otros
tres piensos se formularon para sustituir el 25% (PP25), el 50% (PP50) y el 75% (PP75)
de HP con una mezcla de CPS (concentrado de proteina de soja) y CPG (concentracion
de proteina de guisante) (relacién 1:1). Mientras que las otras fuentes de proteinas,
como fue la harina de krill, el gluten de trigo y la CPSP 90 se mantuvieron constantes.
Ademas, los piensos se suplementaron con L-triptéfano, DL-metionina, L-taurina y L-
histidina para mantener los ingredientes similares en todos los piensos. La harina de
trigo se uso6 para que el contenido de carbohidratos y del almidén se equilibrara entre
los piensos, y se us6 el aceite de krill para aumentar el contenido de EPA, DHA y
fosfolipidos, en el aumento de los niveles de CTRL a PP75. La composicion de los
ingredientes de los piensos experimentales se presenta en la (Tabla 2).

Los piensos experimentales se almacenaron a temperatura ambiente hasta que se
utilizaron para la alimentaciéon. Ademas, los cuatro piensos se asignaron al azar a los
tanques y se us6 un alimentador automatico. Los peces fueron alimentados hasta
saciedad aparente.
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Tabla 2: Composicion de los piensos experimentales (g / 100g pienso)
Fuente: Willora et al., 2020

. Piensos
Ingredientes
CTRL PP25 PP50 PP75
Harina de pescado ! 58 43,5 29,00 14,5
Concentrado de proteina de soja ? 0 7,2 14,45 21,67
Concentrado de proteina de guisante 3 0 7,2 14,45 21,67
CPSP 90 4 2,5 2,5 2,5 2,5
Harina de krill ® 5 5 5 5
Gluten de trigo © 7,00 7,00 7,00 7,00
Harina de trigo ’ 10,00 9,16 6,95 4,59
Almidon de guisante 8 5,35 5,35 5,35 541
Aceite de pescado ° 7,00 7,00 7,00 7,00
Aceite de krill 1° 15 2,25 3,05 3,85
Premezcla de vitaminas y minerales ! 1 1 1 1
Lutavit E50 12 0,05 0,05 0,05 0,05
Polvo antioxidante 3 0,2 0,2 0,2 0,2
Propionato de sodio 4 0,1 0,1 0,1 0,1
MCP 15 0 0 0,98 2,10
Rosa Carophyll 6 0,05 0,05 0,05 0,05
Nucleétidos 7 0,5 0,5 0,5 0,5
Extracto de ajo '8 0,5 0,5 0,5 0,5
L-Histidina ° 0,25 0,25 0,25 0,25
L-triptéfano 2° 0 0,09 0,17 0,26
DL-metionina 2! 0 0 0,35 0,7
L-taurina % 1 1,1 1,1 1,1

CTRL: Control, PP25: 25% de inclusiéon de CPS y CPG, PP50: 50% de inclusién de CPS y
CPG, PP75: 75% de inclusién de CPS y CPG.

INORVIK LT 70: 70,3% de proteina cruda (CP) 5,8% de grasa cruda (CF) (Sopropéche, Francia).
2Soycomil: 63% CP, 0,8% CF (ADM, Paises Bajos). *GPS de lisamina: 78% CP, 0,9% CF
(Roquette Freres, Francia). “Hidrolizado de proteina de pescado soluble: 82,6% CP, 9,6% CF
(Sopropéche, Francia). °61,1% CP, 17,4% CF (Aker Biomarine, Noruega). *VITAL: 83,7% CP,
1,6% CF, (Roquette, Fréres, Francia). 710,2% CP; 1,2% CF (Casa Lanchinha, Portugal).
SNASTAR 90% almiddn, (Cosucra, Bélgica). °(SAVINOR UTS, Portugal). *°(Aker Biomarine,
Noruega). *Vitaminas (Ul o mg kg- * pienso): acetato de DL-alfa tocoferol, 100 mg; bisulfato de
menadiona de sodio, 25 mg; acetato de retinilo, 20000 Ul; DL-colecalciferol, 2000 Ul; tiamina, 30
mg; riboflavina, 30 mg; piridoxina, 20 mg; cianocobalamina, 0,1 mg; acido nicotinico, 200
mg; acido félico, 15 mg; acido ascérbico, 1000 mg; inositol, 500 mg; biotina, 3 mg; pantotenato
de calcio, 100 mg; cloruro de colina, 1000 mg, betaina, 500 mg. Minerales (go mg kg-1 de
pienso): carbonato de cobalto, 0,65 mg; sulfato de cobre, 9 mg; sulfato férrico, 6 mg; yoduro de
potasio, 0,5 mg; 6xido de manganeso, 9,6 mg; selenito de sodio, 0,01 mg; sulfato de zinc, 7,5
mg; cloruro de sodio, 400 mg; carbonato de calcio, 1,86 g; excipiente harinillas de trigo (PREMIX
Lda, Portugal). >(ROVIMIX E50, DSM Nutritional Products, Suiza). *Paramega PX (Kemin
Europe NV, Bélgica). *Disproguimica (Portugal). *>ALIPHOS MONOCAL, 22,7% P (ALIPHOS,
Bélgica). SCarophyll Pink 10% CWS (DSM Nutritional Products, Suiza). 7Salménidos
Nucleoforce (Biolbérica, Espaia). ®Macrogard, 67,2% de betaglucanos (Biorigin, Brasil). °L-
Histidina 98%, (Ajinomoto Eurolysine SAS, Francia). 2°L-Triptéfano 98%, (Ajinomoto Eurolysine
SAS, Francia). 2!DL-MEIONINA PARA ACUICULTURA 99%, (EVONIK Nutrition & Care GmbH,
Alemania). 2L -Taurina 98%, (ORFFA, Paises Bajos).
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3.3 Actividad enzimética digestiva y ensayo proteico

Los extractos enzimaticos de ciegos piléricos (CC), intestino anterior (1A), medio (IM) e
intestino distal (ID) se prepararon mediante una disolucion de muestras de tejido de 0,1
g en agua miliQ (1:10 peso: volumen) y para su homogeneizacion se utilizd el
instrumento FastPrep®-24 Classic Instrument (MP Biomedicals, Solon, Ohio, EE. UU.)
con las correspondientes condiciones: 6,5 m/s y 20 segundos. Las muestras se
centrifugaron a 12.000 rpm durante 155 min a 4 °C, y los sobrenadantes se almacenaron
a - 80 °C hasta su analisis. Y las actividades de proteasa alcalina total (TAP), tripsina
(TRP) y leucina aminopeptidasa (LAP) se determinaron en homogeneizados de CC, IA,
IM e ID como se explicara en los parrafos siguientes:

3.3.1 Actividad total de proteasa alcalina

La actividad de la proteasa alcalina (TAP) se realiz6 mediante el método descrito por
(Alarcon et al., 1998). La actividad de la proteasa alcalina se midié usando caseina de
sustrato (1%) en tampén Tris/HCI de 50 mM (a pH 8,4) con extracto de 10 pl. La mezcla
fue incubada durante 40 minutos a temperatura ambiente (25 °C) y la reaccion se
termind afiadiéndole 0,5 ml de 20% de acido tricloroacético (ATC), seguidamente se
enfriaron las muestras durante 15 minutos a - 20 °C. La absorbancia del sobrenadante
se midid a 280 nm por espectrofotdmetro (Shimadzu UV-18000, Shimadzu, Kyoto,
Japon) después de centrifugarlo a 12.000 g durante 10 minutos. Todas las pruebas se
hicieron por triplicado y se realizé6 dos muestras de control para cada muestra. Las
muestras de control se establecieron mediante la adicion de ATC antes del extracto de
enzimas. Una unidad de actividad se defini6 como 1 pg de tirosina liberada por minuto
en condiciones de ensayo definidas (Coeficiente de extincion de 0,0071 mL/ugcm).

3.3.2 Actividad de la tripsina

La actividad de la tripsina se midié colorimétricamente segun (Natalia et al., 2004).
Sustratos de 50 mM: N-a-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanalidine (BApNA) 200 pl con 10
ul de extracto enzimatico y fue incubado durante 5 minutos a 37 °C. La absorcién a 405
nm se midid usando un espectrofotometro Ex de exploracibn multiple (Thermolab
Systems, Helsinki, Finlandia). Todas las mediciones se hicieron por duplicado. El
aumento de la absorbancia a 405 nm se midié cada 30 segundos durante 5 minutos.
Una unidad de actividad se defini6 como 1 uM de p-nitroanilide liberada por minuto
(coeficiente de extinciébn molar a 8.800 M/cm).

3.3.3 Actividad de Leucina aminopeptidasa

La actividad de la enzima de leucina aminopeptidasa (LAP) también se determiné segln
(Natalia et al., 2004). Se combin6 0,1 ml de extracto enzimético con 1,9 ml de 1,6 mM
de I-leucina-p-nitroanilida (LeuNA) contenido en un sustrato de 0,0025 M MgCL; en
tampon fosfato 60 mM (pH 7,0). El aumento de la absorbancia a 405 nm se registro
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constantemente a 25 °C. Una unidad de actividad se definié como 1 uM de p-nitroanilida
liberada por minuto (coeficiente de extincion molar a 8.800 M/cm).

3.3.4 Actividades enzimaticas especificas

Todas las actividades enziméaticas se expresaron en U por mg de proteina soluble total
en las muestras. La concentracion de proteina de la proteina soluble en extractos se
determind segun (Bradford, 1976), método que utiliza albumina sérica bovina (2 mg/ml)
como estandar.

Las actividades enziméaticas especificas se calcularon de la siguiente manera:

U _ AAbsVtotal o ml
mg proteina total € x Vmuestraxt  mg proteina total

Donde:

AAbs es el aumento de la absorbancia a una longitud de onda determinada

€ es un coeficiente de extincion molas

Vtotal y Vmuestra son el volumen total y el volumen de extracto utilizado en la reaccion

t es el tiempo de reaccion

3.4 Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando Sigmaplot 14.0 (software Systat,
San José, CA). Los datos se probaron para determinar la normalidad de las
distribuciones (prueba de Shapiro-Wilk) y la homogeneidad de las varianzas (prueba F
de Brown-Forsythe). Las medias individuales se compararon mediante andlisis de
varianza unidireccional (ANOVA). Para los datos no paramétricos se utilizé un analisis
de varianza unidireccional de Kruskal-Wallis. Para la comparacion entre medidas se
empled la prueba de Tukey para p <0,05 y los resultados se presentaron como la media
* error estandar.

15



TFM — MUA — (UPV) — MARINA CERDA MOLINS - 2020 - 2021

4 RESULTADOS

4.1 Rendimiento del crecimiento

El experimento de crecimiento y aprovechamiento nutritivo se puede seguir en Willora
et al, (2020). En la Tabla 3 muestra el peso corporal (g), del pez lumpo para los diferentes
piensos; CTRL, PP25, PP50 y PP75. El peso final de los peces aumento de 5 a 6 veces
su peso inicial. Se observa que los peces alimentados con el pienso PP50 tuvieron
mayor peso corporal, comparado con los otros piensos al final del experimento.

Existen diferencias significativas en el peso corporal entre el pienso PP50 con un valor
de 46,26 g y el resto de los piensos. El pienso con mayor sustitucién de HP (PP75)
obtuvo un peso final menor respecto a los otros piensos, 35,84 g. En cambio, los piensos
PP25 y CTRL, no presentaron diferencias significativas entre ellas.

Tabla 3: Evolucion del peso del pez lumpo alimentados con los diferentes piensos
Fuente: Willora et al., 2020

Periodo de Niveles de inclusién de

Parametro prueba de proteinas vegetales p - Valor
alimentacion
CTRL PP25 PP50 PP75
Parametros de crecimiento
Peso . . 6,88 + 6,80 + 6,83+ 7,03+
corporal (g) 'Micio (0 dias) - 5'qg 0.06 006 006 0,246
Egﬁgﬂua | 1463+ 1425+ 1500% 1372% oo
ab ab a b .
(19D) 0,31 0,24 0,26 0,34
Fase
X 26,34 + 25,67 + 26,92+ 2651+
continua Il ! ! ! X 0,286
(35D) 0,57 0,59 0,51 0,63
Fin (54 D) 40,75 + 40,58 + 46,26 + 35,84 + <0001

0,56° 0,59° 0,682 0,94°¢

CTRL: control, PP25: 25% de sustitucion de la HP; PP50: 50 de sustitucion de la HP; PP75: 75%
de sustitucion de la HP. Valores representados como medias + error estandar. (n=3). Los
parametros de crecimiento se basan en mediciones de los peces desde la semana 0 hasta el
final del experimento. Las diferentes letras de superindices indican diferencias significativas entre
los grupos de tratamiento (p<0,05).
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4.2 Efecto del pienso en la actividad enzimatica

4.2.1 Actividad total de la proteasa alcalina (TAP)

En la Figura 6 se observa que la actividad de proteasa alcalina total (TAP) resulté mayor
en los peces alimentados con el pienso PP50 (2016,75 u/g proteina), y sin presentar
diferencias significativas con el pienso donde se sustituyo el 25% de la HP (PP25). En
cambio, si que se observaron diferencias significativas entre el pienso PP50 y los
piensos PP75y CTRL (1840,84 y 1866,31 u/g proteina, respectivamente).

Proteasa alcalina total (TAP)

2100 5
b
2050 a
2000
2 1950
i) a
S 1900 a
o
3 1850
(@)]
S 1800
1750
1700
1650

PP75 PP50 PP25 Control

Letras distintas en las barras indican diferencias estadisticas entre las medias. (n=3). Test Tukey
HSD, intervalo para la prueba de multiples rangos con un intervalo de confianza del 95%.

Figura 6: Actividad de la proteasa alcalina total (TAP) segln el pienso suministrado

4.2.2 Tripsina

En la Figura 7 se muestra la actividad de la tripsina para los diferentes tratamientos. Los
peces alimentados con el pienso CTRL presentaron una mayor actividad de la tripsina
(38,14 u/g proteina) que los alimentados con el pienso PP75 (27,97 u/g proteina),
aungue sin diferencias con los piensos PP25 y PP50.
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Tripsina
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Letras distintas en las barras indican diferencias estadisticas entre las medias. (n=3). Test Tukey
HSD, intervalo para la prueba de multiples rangos con un intervalo de confianza del 95%.

Figura 7: Actividad de la tripsina segun el pienso suministrado

4.2.3 Leucina Aminopeptidasa (LAP)

En la Figura 8 se puede observar que la actividad de leucina aminopeptidasa, también
presentd diferencias estadisticas entre los piensos con los que se alimentaron a los
peces lumpo. Los peces alimentados con el pienso PP25 presentaron una mayor
actividad de la enzima (0,029 u/mg proteina) que los alimentados con los piensos CTRL
(0,023 u/mg proteina) y PP50 (0,025 u/mg proteina), sin diferencias estadisticas con los
peces alimentados con el pienso PP75.

Leucina aminopeptidasa (LAP)

0.035
b
0.03 ab a
a

® 0.025
5
@]
5 0.02
S
o 0.015
=
o 0.01

0.005

0

PP75 PP50 PP25 Control

Letras distintas en las barras indican diferencias estadisticas entre las medias. (n=3). Test
Tukey HSD, intervalo para la prueba de multiples rangos con un intervalo de confianza del
95%.

Figura 8: Actividad de la enzima leucina aminopeptidasa segun el pienso suministrado
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4.2.4 Proteina Bradford

En la Figura 9 se muestra la proteina Bradford, para cada uno de los tratamientos, la
cual muestra el contenido de proteina de los extractos analizados. La proteina Bradford,
resultd mas elevado en los extractos de los intestinos de los peces alimentados con el
pienso PP25 (1,48 mg proteina/ml extracto), que en los alimentados con los piensos
PP50 y PP75 (1,06 y 1,18 mg proteina/ml extracto, respectivamente).

Proteina Badford

b
a ab
I a I

PP75 PP50 PP25 Control

© o o B
N o ©® rp M M O ®

g de proteina/ ml de extracto

m
o
[N

Letras distintas en las barras indican diferencias estadisticas entre las medias. (n=5). Test Tukey
HSD, intervalo para la prueba de miultiples rangos con un intervalo de confianza del 95%.

Figura 9: Actividad enzimatica de la proteina Bradford segun el pienso suministrado

4.3 Actividad enzimética por seccion

En la Tabla 4 se presentan los resultados de las diferentes actividades enzimaticas
analizadas para cada seccion del tejido intestinal; ciegos pil6ricos (CC), intestino anterior
(IA), medio (IM) y distal (ID). Se puede observar que la actividad de la tripsina fue
significativamente mayor en la seccién IM (47,11 u/g proteina) respecto a las otras
secciones, presentando la menor actividad en CC (25,27 u/g proteina), seguido del IA
(28,78 u/g proteina). La actividad enzimatica de la TAP fue significativamente mayor en
ID (2282,37 u/g proteina) en comparaciéon con IM (0,031 u/g proteina), IA (1855,52 u/g
proteina) y CC (1604,42 u/g proteina). Aunque también se presentaron diferencias entre
CC respecto IA y IM. Por otro lado, en la actividad de la LAP, se observa la misma
tendencia que con la actividad de la tripsina. En la proteina Bradford s6lo se observan
diferencias significativas entre CC (1,43 mg proteina/ml extracto) y IM (1,10 mg
proteina/ml extracto).
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Tabla 4: Actividad enzimética de la tripsina, LAP, TAP y proteina Bradford en las
diferentes secciones

Seccién
Actividad cC IA IM ID
enzimatica
Tripsina 2527 +2,1932 28,78 +2,193% 47,11 +2,193° 37,42 +2,193"
LAP 0,020 £ 0,00092 0,025 + 0,0009* 0,031 + 0,0009¢ 0,028 + 0,0009v¢
1604,42 + 1855,52 + 1973,89 + 228237 +
TAP 42,5832 42,5830 42,583° 42,583°

Proteina Bradford 1,43 + 0,074° 1,24 + 0,074%® 1,10+ 0,074 1,16 + 0,074%

Los valores representan la media + error del intervalo LSD(n=5). Las diferentes letras de
superindices indican diferencias significativas entre las diferentes secciones de cada actividad
enzimatica. Test Tukey HSD, intervalo para la prueba de mdiltiples rangos con un intervalo de
confianza del 95%.
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5 DISCUSION

En este experimento se evaluo el efecto del nivel de sustitucion de harina de pescado
por concentrado proteico de soja y guisante sobre el crecimiento y la actividad de las
enzimas digestivas del pez lumpo. La produccién de estas enzimas digestivas se ven
afectadas por una serie de factores como son los héabitos de alimentacion y la
composicion del pienso suministrado a una especie.

Dado que el pez lumpo se produce principalmente para comerse los piojos del mar del
salmén atlantico, es imprescindible alimentarlo con piensos econdémicos, por lo que
deben contener la minima cantidad posible de HP, pues se trata de un ingrediente muy
limitado y su precio es cada vez mas elevado. Para lograr un despiojado 6ptimo, el pez
lumpo ha de mantener un crecimiento uniforme, de lento a moderado, ya que los peces
mas grandes, estan menos interesados por los piojos (Imsland et al., 2014a). En este
experimento se ha alimentado al pez lumpo con 4 piensos diferentes; con un 25%, 50%
y 75% de sustitucion de HP por CPS y CPG, determinando que un pienso con el 50%
de sustitucion de HP no afecté negativamente al crecimiento del lumpo, incluso se
obtuvo un mayor crecimiento, posiblemente debido al hecho de que se trata de una
especie omnivora. En la mayoria de las especies carnivoras y omnivoras, se pueden
usar piensos con altas sustituciones de harina de pescado por mezclas vegetales sin
afectar al crecimiento (Kissil y Lupatsch, 2004; Benedito et al., 2008; Terova et al., 2013),
pero dependiendo de las materias primas vegetales y de la especie objeto de estudio,
éstas pueden tener componentes no digeribles (polisacaridos distintos del almidén)
(Morris et al., 2005) y factores antinutricionales (inhibidores de proteasas, lectinas, acido
fitico, saponinas, fitoestrogenos, antivitaminas, alérgenos) (Francis et al., 2001). Estos
compuestos pueden afectar la digestibilidad, a la actividad enzimatica a nivel digestivo
(Rodiles et al., 2012) y absorcion de nutrientes (Santigosa et al., 2011), asi como la
integridad intestinal (Sitja et al., 2005; Dimitroglou et al., 2010), por ello es importante
conocer el efecto de nuevos ingredientes en la actividad enzimética digestiva de la
especie objeto de estudio.

Puesto que todos los peces se alimentaron hasta la saciedad, el menor incremento del
peso de los peces alimentados con el pienso PP75 fue debido a la menor utilizacion de
nutrientes proporcionados o0 a una peor utilizaciéon de los mismos (Willora et al., 2020).
Los peces alimentados con el pienso PP50 crecieron mas en comparacion con los peces
alimentados con los otros piensos, mientras que los peces alimentados con el pienso
PP75, que contenian el mayor porcentaje de CPS y CPG, fueron los que menos
crecieron.

Como se ha comentado anteriormente, las harinas vegetales contienen ANT que
pueden provocar efectos negativos en los peces, es decir, pueden producir una
disminucion del crecimiento y de la actividad enzimatica, entre otros. Como se puede
ver en los resultados del presente estudio, los peces alimentados con el pienso con el
75% de HP por CPS y CPG, presentaron una actividad total de la proteasa alcalina
(TAP) mas reducida que el resto, lo que podria deberse a los inhibidores de proteasas
gue contiene la soja y que reducen la hidrélisis enzimatica de las proteinas, afectando
negativamente a la tasa de crecimiento de los peces. De la misma manera se observo
en la actividad de la tripsina que los peces alimentados con el pienso PP75 se vieron
més afectados su actividad. Aunque se ha estudiado que con tratamientos térmicos
pueden eliminarse estos inhibidores, (Dawson & Houlihan, 1998) concluyeron que los
tratamientos tecnologicos no siempre garantizan la eliminacion completa de los
inhibidores de la tripsina que afectan a las proteasas digestivas de los peces. Estos
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resultados concuerdan con los obtenidos en previos experimentos (Mongo et al., 2016)
con peces alimentados con altas cantidades de proteinas vegetales, donde la actividad
de la tripsina disminuye considerablemente, y, por lo tanto, reduce también la actividad
del resto de enzimas que se segregan como zimdgenos al tubo digestivos y deben ser
activadas por la tripsina, dando como resultado una disminucién general de la actividad
proteolitica (TAP) total a nivel intestinal.

Respecto a la Leucina aminopeptidasa (LAP) es una enzima del borde del cepillo
intestinal o dentro de los enterocitos que no se segrega como zimdgeno y se encarga
de completar la rotura de los péptidos hasta los monémeros. En previos experimentos
(Cahu & Zambonino-Infante, 1997) observaron que la secrecion de estas enzimas esta
relacionada al tipo de alimento ingerido, siendo en el presente experimento mayor en
los peces alimentados con el pienso PP25 donde tiene lugar su mayor actividad, lo que
concuerda con los buenos resultados de crecimiento de los peces alimentados con este
pienso.

En relacién con la actividad enzimatica respecto a la seccion intestinal, esto depende de
las especies. En el caso del lumpo, la mayor actividad de tripsina y de LAP se encontr6
en el intestino medio (IM). En general, las enzimas digestivas, como la tripsina que se
sintetizan en el pancreas exocrino se secretan en el intestino anterior (1A) (Bakke et al.,
2010), por lo tanto, IA es el principal sitio donde se lleva a cabo la digestion y la absorcion
de los nutrientes. En la carpa comudn la seccion IM es donde se realiza la hidrolisis
enzimatica de proteina y almidén, asi como la absorcién de los aminoacidos (Dabrowski,
1986). Es por ello, que el lumpo por su caracter omnivoro presente un patron de
digestion mas similar a la carpa que al salmoén atlantico, que es una especie carnivora.
En cuando a la actividad de las proteasas alcalinas totales (TAP) fue bastante mas
mayor en la seccién ID que en las otras secciones. Las proteasas intestinales tienden a
ser mas bajas en el ID respecto a las otras secciones mas anteriores (Krogdahl et al.,
2015). No obstante, las discrepancias con el presente estudio pueden ser porgue en
este caso se consideran todas las actividades de proteasas, y no solo las que se
segregan por via pancreatica, sino también las que se segregan en el borde el cepillo
intestinal y/o estan dentro de los enterocitos, como por ejemplo las enzimas
aminopeptidasa. Comparando todos los tejidos analizados en este estudio, las
actividades enziméaticas especificas fueron menores en CC en comparacién con las
otras secciones intestinales, en cambio, en el estudio (Gai et al., 2012), muestra que
para truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) la TAP fue mayor en la regién de CC en
comparacion con las otras regiones, al igual que en los salménidos la CC constituye una
mayor porcion del intestino respecto a las otras regiones. Los peces lumpo tienen una
masa de tejido de CC relativamente menor comparado con otras especies como la
dorada, pero estan presentes con mayor himero (Tian et al., 2018). En el estudio (Olli
et al., 2018) observé una disminucién de tripsina en 1A'y IM en doradas alimentadas con
HS. De manera similar (Rodiles et al., 2012) observé que los niveles de TRP fueron
significativamente menores en el ID para el lenguado senegalés (Solea Senegalensis)
alimentados con el 28% de CPG ya que podria estar relacionado con la presencia de
inhibidores de proteasas. Alarcén et al. (2001) explicé que los efectos inhibidores de la
harina de semilla de guisante reducen la actividad proteasa alcalina debido a la
presencia de inhibidores de proteasas estables al 4cido y/o al calor que son capaces de
reaccionar con enzimas similares a la tripsina. En contraste con los anteriores
resultados, en este estudio no se encontrd ningn cambio de TRP relacionado con el
pienso.
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6 CONCLUSIONES

En este estudio del pez lumpo alimentado con diferentes piensos con distintos niveles
de inclusion de concentrado de proteina soja (CPS) y proteina de guisante (CPG),
podemos concluir que:

La sustitucion de la harina de pescado por una mezcla del 50% de CPS y CPG no afecté
negativamente al crecimiento del pez, mientras que la sustitucién del 75% de esta
mezcla, si afectd negativamente al crecimiento.

La actividad de la tripsina disminuyé conforme se iba incluyendo mas cantidad de
mezcla de estas harinas vegetales, es decir, el pienso PP75 tuvo la actividad mas baja
en comparacion con el pienso control.

La actividad de leucina aminopeptidasa (LAP) fue menor en el pienso control respecto
al pienso PP25, los otros dos piensos tuvieron valores muy similares.

La actividad de las proteasas alcalinas totales (TAP) fue mayor en el pienso con una
sustitucién de harina de pescado del 50%, mientras que en el pienso con una sustitucion
del 75% fue mucho menor, debido posiblemente a la presencia de inhibidores de
proteasas.

La actividad de tripsina y de LAP fue mayor en el IM, en cambio, la actividad de TAP fue
significativamente mayor en el ID respecto a las otras secciones.

En general, el pez lumpo puede digerir bien los piensos vegetales con una sustitucién
del 50%, ya que no se observaron efectos negativos ni en el crecimiento ni en la
digestién enzimética. En cambio, una sustitucion del 75% no es recomendable porque
si afecto negativamente, tanto en el crecimiento, como en la digestion del pez.
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