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RESUM

La creixent importancia de l'aquicultura fa necessaria la recerca per a la millora i
abaratiment de les dietes per a la piscicultura, amb [l'objectiu doptimitzar el

desenvolupament del sector de forma sostenible.

Cal buscar alternatives a la farina i I'oli de peix, materies primeres cada vegada meés
limitants, que s’han utilitzat tradicionalment en la formulacié de pinsos per a peixos

carnivors.

S’han testat dietes experimentals amb diferents percentatges de reemplacament de la
farina de peix per fonts proteiques vegetals per a orada (Sparus aurata) i truita irisada
(Oncorhynchus mykiss). Amb la finalitat d’ajustar la composicié aminoacidica del pinso
al perfil requerit per les espécies, es van utilitzar en les dietes de substitucio, mescles
d’'ingredients vegetals i suplementacio amb aminoacids lliures. En experiéncies de
creixement de dotze setmanes, el reemplacament de la farina de peix va disminuir
l'activitat total de les proteases digestives, suggerint la preséncia a la dieta de factors
antinutricionals. En ambdues espécies, pero, van apareixer mecanismes de
compensacio, com l'increment de la longitud intestinal relativa, I'increment d’algunes
activitats proteasa especifiques, o el desplacament de la capacitat d’absorcié des de
l'intesti proximal cap a zones intestinals distals. Aquests mecanismes compensatoris
van permetre obtenir bones taxes de creixement amb substitucions de fins a un 75%
de la farina de peix. Els animals alimentats amb dietes de substitucié total van
presentar una funcié digestiva deteriorada i un creixement al voltant d'un 20% menor al

dels animals alimentats amb la dieta basada en farina de peix.

En l'orada es testa la substitucié simultania de la farina de peix (75%) i de diferents
percentatges d'oli de peix (33, 66 i 100%). L’administracié de les dietes experimentals
amb un 66% i un 100% d'oli vegetal durant deu setmanes va disminuir l'activitat
enzimatica digestiva, perd la capacitat d'absorci6 d’aminoacids no es va veure
afectada. Només la dieta de doble substituci6 amb el reemplacament total de I'oli de

peix va afectar negativament el creixement.

Es va estudiar l'efecte de la inclusio total d'oli vegetal en dietes amb diferent
percentatge (50% i 75%) i origen de fonts proteiques vegetals. Les orades presentaren
diferents patrons de regionalitzacié de la capacitat d’absorcié de nutrients al llarg del

tracte intestinal segons les fonts proteiques utilitzades. El grup de menor substitucio de




la farina de peix presenta una activitat proteolitica digestiva més elevada i superior

taxa de creixement.

El sindrome d’hivern, malaltia que afecta a les orades en cultiu de la costa Nord-
Mediterrania, té un origen multifactorial, i pot ocasionar importants pérdues

economiques en els mesos freds.

S’han testat en orades pinsos comercials amb diferent percentatge de lipids (14 i 22%)
com a dietes de preparacié per a I'hivern. L’engreix durant 75 dies amb les dietes
estudiades no afecta I'absorci6 de nutrients a nivell intestinal o els indexs de
creixement. L'exercici moderat tampoc afectad aquests parametres. Es descarta que a
baixes temperatures els animals rebutgin l'aliment degut a una incapacitat en
I'absorcié de nutrients, ja que tots els grups d’orades van respondre de manera similar

a una situacio prolongada de fred.
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RESUMEN

La creciente importancia de la acuicultura ha impulsado la investigacién dirigida a la
mejora de las dietas para peces y a la disminucion de los costes de fabricacion de

éstas, con el objetivo de optimizar el desarrollo sostenible del sector.

Se hace necesaria la busqueda de ingredientes alternativos a la harina y el aceite de
pescado, tradicionalmente utilizados en la formulacién de los piensos para peces

carnivoros, y que son materias primeras cada vez mas limitantes.

Para la dorada (Sparus aurata) y la trucha (Oncorhynchus mykiss) se han testado
dietas experimentales con distintos porcentajes de sustitucion de la harina de pescado
por fuentes proteicas vegetales, llegando al reemplazo total. Con el fin de ajustar la
composicion aminoacidica del pienso al perfil requerido por las especies, se utilizaron
en las dietas de substitucion mezclas de ingredientes vegetales y suplementacién con
aminoacidos libres. En experiencias de doce semanas de crecimiento, la sustitucion de
la harina de pescado disminuyd la actividad total de las proteasas digestivas,
sugiriendo la presencia de factores antinutricionales en la dieta. Pero en ambas
especies, se presentaron mecanismos de compensacion, como el incremento de la
longitud intestinal relativa, el incremento de algunas actividades proteasa especificas,
o el desplazamiento de la capacidad de absorcion desde el intestino proximal hacia el
distal. Estos mecanismos compensatorios permitieron obtener buenas tasas de
crecimiento hasta un 75% de reemplazo de la harina de pescado. Los animales
alimentados con dietas de substitucién total presentaron una funciéon digestiva muy
deteriorada y un crecimiento aproximadamente un 20% inferior al de los animales

alimentados con el pienso basado en harina de pescado.

En dorada se testo la substitucion simultanea de la harina de pescado (75%) y de
distintos porcentajes de aceite de pescado (33, 66 i 100%). La administracion de las
dietas experimentales con un 66% y un 100% de aceites de origen vegetal durante
diez semanas disminuyé la actividad enzimética digestiva, no viéndose afectada la
capacidad de absorcion de aminoacidos. Solamente la dieta de doble substitucion con

un reemplazo total del aceite de pescado afecté negativamente el crecimiento.

Se estudié en dorada el efecto de la inclusidn total de aceite vegetal en dietas con
distintos porcentajes (50% i 75%) y origenes de las fuentes proteicas vegetales. Los
animales mostraron distintos patrones de regionalizacion de la capacidad de absorcion
de nutrientes a lo largo del tracto intestinal segun la digestibilidad de las fuentes

proteicas utilizadas. El grupo alimentado con la dieta de menor sustitucién de harina
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de pescado presenté una actividad proteolitica digestiva superior, y una tasa de

crecimiento significativamente mas elevada.

El sindrome de invierno es una enfermedad que afecta a las doradas en la costa norte
del Mediterraneo. Tiene un origen multifactorial, pudiendo ocasionar pérdidas

econdémicas importantes durante los meses mas frios.

Se han testado, en dorada, piensos comerciales con distintos porcentajes de lipidos
(14 y 22%) como dietas de preparacion para el invierno. El engorde durante 75 dias
con los piensos seleccionados no afectd a la absorcion de nutrientes a nivel intestinal
ni tampoco a los indices de crecimiento. El ejercicio moderado tampoco afectd los
pardmetros estudiados. Se descarta que a bajas temperaturas los animales rehusen el
alimento debido a una incapacidad en la absorcion de nutrientes, ya que todos los

grupos de doradas respondieron de manera similar a una situacion duradera de frio.
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ABSTRACT

Recently, there has been considerable growth in aquaculture. As a result, fish diets
have improved and production costs have dropped. Aquaculture optimises the

development of the industry in a sustainable way.

Fish meal and fish oil have traditionally been used in the diets of carnivorous fish
species. Alternatives to these feeds need to be found, as primary sources are now

limited.

Experimental diets in which different percentages of fish meal were replaced by plant
sources have been tested in sea bream (Sparus aurata) and rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). Feeds contained a mixture of ingredients that matched the
required amino acid profile of each species. Feeds were also supplemented with free
amino acids to avoid nutritional imbalances. In a 12-week growth trial, when up to 75%
of the fish meal was replaced the total digestive protease activity fell and histological
changes occurred. This suggests that antinutritional factors were present in the
experimental diets. However, compensation mechanisms such as an increase in
relative intestinal length, an increase in some specific protease activities, or increased
absorption in more distal intestinal regions appeared in both species, enabling good

growth rates to be attained.

The use of plant ingredients as the sole source of protein affected the efficiency of the
digestive processes in both sea bream and rainbow trout. Fish showed a final weight

decrease of around 20% when compared to control groups.

In sea bream, the effect of simultaneously replacing 75% of fish meal and different
percentages of fish oil (33, 66 and 100%) was studied. Fish fed for ten weeks on a diet
which included over 66% of plant oil presented a decrease in enzymatic activities.
However, amino acid absorption capacities were not affected. Only total fish oil

replacement affected growth performance.

Replacement of all the fish oil when 50 and 75% of fish meal was replaced by different
plant sources was also tested. Sea bream showed different absorption patterns for the
studied nutrients in different parts of the digestive tract, depending on the protein
source used. In the group in which only a low percentage of fish meal was replaced,

digestive proteolytic activities were higher, and growth rates were significantly better.




The specific requirements of some species also have to be taken into account. Sea
bream, for instance, can be affected by winter syndrome in some regions of the north
Mediterranean coasts. This disease, which has a multifactorial origin, can lead to

considerable economic losses during cold months.

Commercial diets with different percentages of lipids as diets to prevent winter
syndrome in sea bream, did not affect intestinal nutrient absorption or growth
performance. Moderate exercise did not affect the parameters. We can rule out the
theory that the refusal of feed at low temperatures is related to nutrient absorption
impairments, since all sea bream groups showed similar responses to a long, cold-

induced situation.
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Modulacio dels Processos Digestius en Resposta a la Composicié de la Dieta en Orada i Truita Irisada

1. INTRODUCCIO



Ester Santigosa i Culi




1.1. L'AQUICULTURA

L'aqgUicultura es defineix com el cultiu d’organismes aquiicoles, bé en el medi natural en
que es troben, bé en instal-lacions adaptades a controlar les variables fisiques i
biologiques de I'aigua per tal d’optimitzar la produccié en medi aqués (Gran Diccionari

de la Llengua Catalana).

Aquesta practica es remunta a epoques molt antigues, segons es despren de diverses
restes arqueologiques, com per exemple un baixrelleu del mur d’'un temple egipci de
Tebes (2500 a.C.) que representa el cultiu de tilapia en un estany artificial (Fundacién
Alfonso Martin Escudero, 2005). Altres exemples, son les lleis que existien a la regi6
Indo-Pacifica per protegir els piscicultors dels lladres el 1400 a.C. (lversen, 1982), o
els exitosos cultius d'ostres de japonesos, grecs i romans datats de la mateixa época.
El primer tractat conegut sobre aquicultura, ‘Classic of Fish Culture’, fou escrit pel

xinés Fan Lei el 475 a.C. (Fundacién Alfonso Martin Escudero, 2005).

Actualment I'aquicultura és la inddstria alimentaria que més rapidament creix a nivell
mundial (Tidwell i Allan, 2001), i ha passat de representar el 3.9% de la produccio
pesquera I'any 1970 a representar-ne el 29.9% I'any 2003 (FAO, 2004), amb una taxa
mitjana de creixement del 8.9% durant aquest periode. Aquest increment és degut a
un augment en la demanda de peix, junt a un estancament de la pesca extractiva, que
des del 1999 esta al voltant de 92 milions de tonelades (Broad i Revkin, 2003) degut a

la sobreexplotacio de més del 80% dels caladors (Fig. 1).

Percentatge de poblacions avaluades
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Figura 1. Tendéncies en l'estat de les poblacions marines mundials des de 1974. Font: FAO 2004.



Diverses estimacions (FAO, 2000) asseguren que la importancia d’aquest sector
seguira augmentant per poder abastar la demanda de peix de la poblacié. La FAO
preveu que I'any 2030 aproximadament la meitat del peix consumit arreu del mén sera
de procedeéencia aquicola. Cal, pero, que aquest creixement tingui lloc de manera
sostenible, mitigant l'impacte ambiental d’aquesta activitat intensiva, i assegurant

alhora la innocuitat i la qualitat dels productes obtinguts.

La practica de l'aquicultura esta ampliament extesa a tots els continents, encara que
creix sis vegades més rapid en els paisos en vies de desenvolupament que en els
paisos industrialitzats (Tidwell i Allan, 2001). Les espécies cultivades, pero, difereixen
entre les dues regions; aixi, en els paisos pobres el 90.7% de la producci6é aqiiicola és
de peixos herbivors, omnivors, o d'organismes aquatics que s’alimenten per filtracio,
mentre que en els paisos rics la produccié piscicola es centra en especies carnivores
(FAO, 2002). D’entre tots els paisos productors, Xina és, amb diferéncia, el major
productor mundial, generant 'any 2002 el 71% de les 51.4 tonelades d’organismes
aquatics produides a nivell mundial, equivalents a un 55% del valor economic de la
produccio total (FAO 2004).

La taula 1 mostra els 10 majors productors de peix, crustacis i mol-luscs (7 dels quals
es localitzen a Asia), aixi com els 10 paisos productors que obtingueren el major
creixement en el periode 2000-2002. Tots els continents van augmentar la produccio

en aquest periode, amb I'excepcié d’Europa, on es mantingué inalterada (FAO, 2004).

Taula 1. Paisos amb major produccié aqiicola en volum i creixement.

Major volum Major creixement
Productor Produccié Producci6 TAM Productor Produccié Producci6 TAM
2000 (Tm) 2002 (Tm) (%) 2000 (Tm) 2002 (Tm) (%)
Xina 24580 27767 6.3 Iran 40.6 76.8 37.6
India 1942.2 2191.7 6.2 llles Feroe 32.6 50.9 25.0
Indonésia 788.5 914.1 7.7 Lao 42.1 59.7 19.1
Japo 762.8 828.4 4.2 Brasil 176.5 246.2 18.1
Bangladesh 657.1 786.6 9.4 Xile 391.6 545.7 18.0
Tailandia 738.2 644.9 -6.5 Fed.Russa 74.1 101.3 16.9
Noruega 491.2 553.9 6.2 Meéxic 53.9 73.7 16.9
Xile 391.6 545.7 18.0 Taiwan 243.9 330.2 16.4
Vietnam 510.6 518.5 0.8 Canada 127.6 172.3 16.2
Estats Units 456.0 497.3 4.4 Birmania 89.9 121.3 10.7

TAM= taxa mitjana anual de creixement entre 2000-2002. Font: FAO 2004.



Tot i que en aquest sector es van cultivar I'any 2002 més de 220 espécies de plantes i
animals aquatics, cal assenyalar que 10 d'elles van representar el 69% de la
produccio, i que més del 90% dels productes primaris de l'aquicultura inclogueren
Unicament 25 especies cultivades. Cal parar doncs atencid en la possibilitat de
diversificar els cultius. La taula 2 presenta els principals grups d’espécies cultivades

durant el periode 2000-2002 i aquelles que han mostrat un major creixement.

Taula 2. Principals grups d’especies en la produccié de I'aqiicultura en volum i creixement

Major volum Major creixement
Grups d’espécies % de la TAM (%) Grups d’especies TAM (%)
producci6
total

Carpes i altres ciprinids 41.9 39 Bacalla, rap 192.4
Ostres 10.8 39 Peixos demersals diversos 32.6
Mol-luscs marins diversos 94 14.3 Crustacis marins diversos 23.7
Escopinyes, cloisses 8.6 14.1 Palaies i llenguados 21.6
Salmons, truites 45 7.9 Tonyines, honitol i agulles 21.0
Tilapies i altres ciclids 3.8 8.7 Crustacis d'aigua dolca 19.9
Musclos 3.6 2.7 Crancs i cabres 17.7
Mol:luscs marins diversos 34 -8.0 Mol:luscs d'aigua dolca 14.6
Gambes, camarons 3.2 6.3 Peixos diversos d'aigua dolca 14.3
Vieires 3.1 3.1 Escopinyes, cloisses 14.1

TAM= taxa mitjana de creixement entre 2000-2002. Font: FAO 2004.

La major part de la produccié aquicola prové del cultiu de peixos, crustacis i mol-luscs
en aigua dolca (57.5% en volum i 48.4% en valor. Fig. 2), mentre que la maricultura
contribueix amb un 36.5% de la produccié i el 35.7% del valor total. La resta de la
produccié es localitza en aiglies salobres, aportant aproximadament el 15% del valor

economic de la produccié total (Fig. 2).

Cultiu en aigua dolca Cultiu en aigua dolca

salobres

a b

Figura 2. Aportaci6 dels diferents tipus de cultiu al volum total (a) i al valor total de la produccio (b). Font: FAO 2004.



El 15% de la produccié aquicola mundial és
de llagostins i peixos carnivors (FAO, 2004).
Les dietes per a aquestes espécies son 0%
riques en proteina, i com a matéria primera Equilibri
per a la seva elaboraci6 s'utilitza
majoritariament farina de peix, que fa que el
seu cost sigui elevat. Considerant, pero, la
contracci6é de l'activitat productora de farina i

oli de peix entre 1998 i 2004 en alguns dels

principals paisos que n’elaboren  (FAO, _ .
_ _ Figura 3. Percentatge de la produccié aqicola
2004), juntament amb lincrement de independent de la produccio de farina i oli de peix

(sostenible), semidependent (equilibri) i dependent

'aquicultura en les ultimes décades, aquesta (insostenible). Font: FAO, 2004,

activitat és insostenible (Fig. 3), malgrat

predominar al nostre entorn.

Per tant, tot i el gran increment que ha experimentat el sector en els ultims anys, es fa
necessari considerar alguns aspectes, com per exemple la contaminacio, la
diversificacio de les espécies, o la limitacié dels productes primaris per a I'elaboracio
de pinsos, perqué aquest creixement no quedi estancat.

Aixi, a I'establir una nova instal-lacié cal tenir en compte que la majoria dels cultius, i
també la pesca costera, es desenvolupen en una petita franja litoral (Fundacién
Alfonso Martin Escudero, 2005). Per aquest motiu, s’han de prendre les precaucions
necessaries per minimitzar les concentracions de nitrogen i fosfor organics alliberades
al medi, adequant tant la formulaci6 de les dietes com les quantitats de pinso
administrades als animals, ja que I'excés d’aquests productes pot acumular-se i alterar
I'equilibri ecologic de la zona (Garcia Aliaga et al., 2005; Macias et al., 2005);
modificant les caracteristiques hidrobioldgiques de I'aigua (temperatura, oxigen dissolt,
contingut de sals), afavorint-se proliferacions d’'algues, marees roges o fenomens
d’andxia o toxicitat que poden afectar els animals cultivats i les captures, aixi com
alterar la qualitat dels teixits per biotoxines o substancies quimiques (FAO, 2004; Pefia
et al., 2005; Bueno et al, 2005).

S’ha de treballar també en la diversificacié dels cultius, intentant reduir la introduccio
d’especies carnivores i treballant amb especies de la zona inferior de la cadena trofica,
la cria de les quals és sostenible. Generalment, el principal problema per introduir una
nova especie son les dificultats que apareixen per tancar els seus cicles en captivitat,



com ha succeit per exemple amb el pop (Quintana et al., 2005; Morote et al., 2005), o
el llenguado (Canalvete et al., 2005; Zerolo et al., 2005). Un altre problema per a la
diversificacio és el possible rebuig del consumidor si les espécies introduides no son
conegudes, que fa necessaria la creacié d’'importants campanyes publicitaries que cal

considerar (Fernandez Aldana et al., 2005).

El bon creixement del sector aquicola esta, alhora, lligat a I'existéncia de pinsos
adequats. Els productors busquen dietes que els permetin obtenir bones taxes de
creixement, amb baixos costos, i sense alterar les propietats organoléptiques del

producte final.

1.2. DIETES PER A AQUICULTURA

A I'hora de formular una dieta per a una determinada espécie, s’han de considerar els
seus requeriments especifics, com per exemple el tipus d’alimentacié natural
(herbivors, omnivors o carnivors) o el seu estadi de desenvolupament (larves, juvenils
0 adults). Per aquests motius, calen estudis previs que permetin coneixer la fisiologia i

les caracteristiques de les diferents especies (Rus et al., 1999).

Com ja s’ha comentat, a Europa, la major part dels peixos cultivats son carnivors
(FAO, 2004), motiu pel qual s’han usat tradicionalment la farina i I'oli de peix com a
fonts de proteina i de greixos en l'elaboraci6 de pinsos, obtinguent-se bons
creixements i un producte de qualitat.

La farina de peix s'obté a partir de les restes de peixos després de la fabricacio de
productes pesquers elaborats, a partir de peixos sencers obtinguts de la pesca pero de
poc valor al mercat, 0 de peixos sencers cultivats amb aquesta finalitat (FAO, 2004).
Aquesta farina de peix presenta un perfil d’aminoacids, acids grassos i minerals
semblant al de I'animal sencer (Jobling et al., 2001), essent molt adequat per cobrir les
necessitats nutricionals dels peixos carnivors, sense que es produeixin imbalancos
que alterin el seu metabolisme o creixement (Mambrini i Kaushik, 1994). Aquesta
composicio és propera al perfil aminoacidic del muscul, com demostren els treballs de
Gomez-Requeni et al. (2003) o Rollin et al. (2003), el qual representa una part
important dels peixos. De les captures pesqueres actuals, un 76% es destinen al
consum directe, mentre que del 24% restant se n'obtenen farina i oli de peix destinats

a la producci6 de pinsos (FAO, 2004). Pero de les 30 tonelades de farina de peix



obtingudes anualment, només 10 reverteixen en la producci6 de pinsos per
aquicultura, mentre que dues terceres parts es destinen a pinsos per a ramaderia

(FAO, 1998), on s’aconsegueixen menors rendiments que en els peixos.

L'oli de peix és ric en els acids grassos essencials (AGE) omega 3 acid
eicosapentanoic (EPA), acid docosahexanoic (DHA) i acid araquidonic (AA), que tenen
en els peixos funcions essencials similars a les d'altres vertebrats. Aquestes funcions
s’engloben en dues categories: el manteniment de la integritat estructural i funcional de
les membranes cel-lulars, i una funcié especifica com a precursors d’hormones
paracrines conegudes com eicosanoids (Sargent et al., 1999). Alguns olis vegetals
contenen altes concentracions dels seus precursors -acid linoléic i acid linolénic-
(Padley, 1986), perd s’ha descrit que les taxes de conversié a EPA, DHA i AA son
baixes o inexistents en les espécies marines (Sargent et al., 2002), com per exemple
'orada (Tocher i Ghioni, 1999), el llobarro (Mourente et al., 2005a) o el turbot (Ghioni
et al., 1999). Aixi, 'administracio de I'oli de peix a aquests animals permet assegurar la
preséncia dels acids grassos omega 3 en el producte final, que és un dels principals
atractius per al consumidor. S’estima, pero, que I'any 2010, la demanda d’oli de peix

per a aquicultura sera d’aproximadament el 90% de la producci6 total (Barlow, 2000).

Perd la disminuci6 de les captures de les especies destinades a la produccio de farina
i oli de peix per a fabricar pinsos, aixi com la retraccio de la produccio de peixos petits
amb la mateixa finalitat en alguns paisos (FAO, 2004), ha limitat la disponibilitat
d’'aquests ingredients i n’ha elevat més el cost. Aquesta fet, juntament a la tendencia
creixent de l'aquicultura (FAO, 2004), fa necessaria la cerca de fonts alternatives a
aquests ingredients que siguin alhora sostenibles, economicament assumibles, i
permetin un bon creixement dels animals (Sargent et al., 1995) i una bona qualitat del

producte (Rosenlund et at., 2001).

1.2.1.Fonts alternatives a la farina de peix

S’han testat diversos ingredients per subministrar proteina de qualitat als peixos
cultivats, obtinguent-se resultats diversos. Aixi, Tacon et al. (1983) registraren una
drastica disminucié del creixement, per una disminucio de la palatabilitat, en alimentar
truites irisades amb pinsos que tenien com a base proteica cucs de terra; Skrede et al.
(1998), en canvi, obtingueren bons resultats en estudiar la digestibilitat i la captacié de

proteina d’'origen bacteria en salmons; i I'alimentacié de silurs juvenils amb pinsos



realitzats amb visceres de pollastre (Giri et al., 2000) mostra millores en el creixement
malgrat I'afectacié de I'activitat digestiva.

Perd una de les fonts alternatives que pel moment sembla més viable son les farines
vegetals, degut a la seva elevada disponibilitat i el cost assumible de moltes d’elles. En
diverses experiéncies s’ha testat I'efecte de la substitucié de la farina de peix per
aquestes fonts alternatives en la dieta de diferents espécies (Annex 1 a la introduccio,
pag. 27).

Les farines vegetals presenten generalment un perfil d'aminoacids que difereix dels
requeriments dels peixos (Liener, 1980; NRC, 1981; Kaushik i Luquet, 1984). Aquest
fet pot portar als animals alimentats amb dietes substituides a una limitada
disponibilitat d'alguns aminoacids (Murai et al., 1986; Kaushik 1995; Médale et al.,
1998), provocant, en dltima instancia, una disminucié del creixement si no s’ajusten les
dietes a les necessitats aminoacidiques de I'espécie (Gomes et al., 1995; Venou et al.,
2003). Aixi, si en els primers estudis que abordaven la substitucié s'usava una Unica
farina vegetal per reemplacar la farina de peix de la dieta (de la Higuera et al., 1988;
Dabrowski et al., 1989; Sanz et al., 1994; Olvera-Novoa et al., 2002), actualment
s’'empren mescles de farines de diferents perfils (Gomes et al., 1995; El-Saidy i
Gabber, 2003) i, si és necessari, es suplementa la dieta amb aminoacids lliures per
cobrir els requeriments dels peixos carnivors (Smith et al., 1988; Moyano et al., 1992).
Perd0 malgrat els grans avancos realitzats en aquest camp, queden encara
inconvenients a tenir en compte, com per exemple que les diferents farines vegetals
poden diferir en les digestibilitats que presenten (Alarcon et al.,, 2002), fent que la
disponibilitat de nutrients al lumen intestinal no sigui en forma d’un Unic pic, siné de
varis pics repartits al llarg del temps, modificant-se, en consequéncia, la digestio,
I'absorcié i el metabolisme. D’altra banda, els aminoacids lliures utilitzats en la
suplementacié poden aparéixer al lumen intestinal rapidament i ser absorbits en zones
intestinals molt properes a I'estdmac, aportant a I'animal un perfil aminoacidic concret

que difereix dels requeriments del moment.

Algunes farines vegetals, com per exemple la farina de soja o la de tramussos, s6n
altament digeribles i aporten una proteina de qualitat (Todorov et al., 1996; Médale et
al., 1998, Storebakken et al., 2000; Glencross, 2001). Perd s’ha de considerar que
contenen elevades concentracions de factors antinutricionals, un grup de molécules
variat i extens que pot interferir en la utilitzacio de I'aliment i/o afectar la salut dels
peixos, especialment la dels carnivors (Makkar, 1993). L'annex 2 de la introduccio

(pag. 29) sumaritza els factors antinutricionals presents en les farines vegetals més



utilitzades per a la substitucié de la farina de peix de les dietes d’aquicultura. Cada
tipus vegetal presenta un 0 més d'aquests compostos en diferents quantitats (Tacon et
al., 1995; Francis et al., 2001), els quals poden actuar a diferents nivells. Aixi, per
exemple, els inhibidors de proteases afecten I'activitat proteolitica intestinal per la
formacid de complexes especifics (Moyano et al., 1999), o per la supressié del
mecanisme de retroalimentacié pancreatic (Dabrowski et al., 1989) que permet
I'alliberaci6 al lumen intestinal de zimogens que en activar-se col-laboren en la digesti
de les proteines (Linder, 1985). Un altre exemple sén els fitats, que formen complexes
amb les proteines disminuint-ne la disponibilitat (Richardson et al., 1985), i que poden
provocar hipertrofia dels cecs pilorics i vacuolaritzacié del citoplasma de [I'epiteli
intestinal (Hossain i Jauncey, 1989). Les saponines, d'altra banda, poden afectar el
creixement a causa d'una alteracié de la morfologia intestinal i una disminucié de
I'activitat enzimatica de la mucosa de l'intesti distal (Krogdahl et al., 1995). Una relacié
de factors antinutricionals, els vegetals que els contenen i els seus efectes en els

peixos es resumeix a I'annex 3 d’aquest apartat (pag. 31).

Tot i que les farines vegetals poden tractar-se per disminuir la preséncia de factors
antinutricionals (Annex 3 a la introduccio, pag. 31), la combinacié de les farines
adequades pot permetre regular la quantitat de factors antinutricionals presents en la
dieta per la formaci6é de complexes entre ells (Fish i Thompson, 1991; Makkar et al.,
1995), aconseguint que estiguin en concentracions inoques per I'animal (Alarcon et al.,
2002).

1.2.2. Fonts alternatives a l'oli de peix

La cerca d'alternatives a I'oli de peix és també una prioritat per als nutrdlegs de peixos.
Com en el cas de la farina de peix, s'estan estudiant diverses possibilitats (Annex 4 a
la introduccio, pag. 33). La substitucié de I'oli de peix per altres fonts de greixos
rarament altera les taxes de creixement (Caballero et al., 2002; Figuereido-Silva et al.,
2005; Mourente et al., 2005a,b), perd pot tenir altres efectes; aixi, per exemple, la
utilitzacié de llard de porc en llobarro (Xue et al., 2006) modifica el contingut de lipids
de la carcassa i el fetge. Hoehne-Reitan et al. (2006) utilitzaren oli de copépodes en
dietes per a bacalla, i Carter et al., (2003) testaren amb éxit en salmons una dieta
formulada amb oli derivat d’'un microorganisme mari que presenta una elevada
concentracié de DHA tot i que, en ambdés casos, I'elevat cost de les dietes és un

factor limitant per a la seva aplicabilitat comercial.
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S’estan testant també diversos olis vegetals (Caballero et al., 2002; Glencross et al.,
2003; Mourente et al., 2005a,b). Aquests, estan virtualment lliures de contaminats
organics (Figueiredo-Silva et al., 2005) i la seva produccido és molt superior a la
produccio d’oli de peix (Bimbo, 1990). Pero els olis vegetals presenten un perfil d’acids
grassos que difereix del de l'oli de peix, ja que la seva concentracio en alguns acids
grassos essencials (AGEs) omega 3 és molt baixa. Cal tenir en compte que en els
peixos, els acids grassos poliinsaturats de 18 carbonis (Cig PUFA) linolénic (18:3 n-3),
linolénic (18:2 n-6) i oléic (18:1 n-9), pertanyents als AGEs, no poden sintetitzar-se de
nou (Holman, 1986). Aquests compostos sOn convertits en els n-3 HUFAs acid
eicosopentanoic (EPA; 20:5 n-3), acid docosahexanoic (DHA; 20:6 n-3) i acid
araquidonic (AA; 10:4 n-3) en els peixos d’'aigua dol¢a. En els peixos marins, pero, tot i
presentar I'equipament enzimatic necessari per a la conversié, aguesta es presenta a
unes taxes molt baixes o practicament inexistents (Sargent et al., 2002; Mourente et
al., 2005a) perqué no existeix una correcta regulacié dels processos de
desaturacid/elongacié que permeten obtenir-los en els hepatocits i enterocits (Bell et
al., 2001, 2002; Tocher et al., 2001, 2003, 2004) ni tan sols en administrar als animals
olis vegetals rics en els seus precurssors (Tocher et al., 2002) com per exemple I'oli de
llinosa (Padley et al., 1989). Aquestes diferéncies en el metabolisme dels dos grups
de peixos suggereixen una adaptacio dietaria i metabolica a diferents habitats (Sargent
et al.,, 1999), regulant-se a la baixa els enzims clau per la formacié d’'AGE en els
peixos adaptats a un ambient on la dieta és rica en HUFA (Sargent et al., 2002). Per
aquest motiu, els requeriments d’acids grassos de les espécies cultivades marines o
d’aigua dolca poden diferir significativament (Sargent et al., 1999).

Els acids grassos n-3 HUFA so6n un dels principals valors dels productes aquicoles, i
per aixo es fa necessari I'estudi de I'afectacié del metabolisme lipidic en substituir I'oli
de peix per olis vegetals en la dieta. S’ha descrit que la utilitzacié d'olis vegetals a
percentatges mitjans (30-50%) altera la composicié d'acids grassos dels filets,
disminuint els nivells de n-3 HUFA (Bell et al., 2001, 2002). Aquestes alteracions
poden afectar, en darrera instancia, la qualitat del producte final (Kaushik et al., 1995),
fent necessaria la utilitzacio de dietes de finalitzacié (Glencross et al., 2003; Turchini et
al., 2003) amb elevats continguts d'oli de peix per tal de reestablir el perfil d’acids
grassos requerit pels consumidors (Glencross et al., 2003). Els olis vegetals, d’altra
banda, poden provocar alteracions en la histologia hepatica (Bell et al., 1995; Tucker et
al., 1997; Figuereido-Silva et al., 2005) o la histologia intestinal (Olsen et al., 1999,
2000, Caballero et al., 2002) per formacié de vacuoles lipidiques.
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1.2.3. La doble substituci6

Actualment, i degut a la limitada disponibilitat de la farina i I'oli de peix (Naylor et al.,
2000; FAO, 2004), s'esta abordant la substitucié simultania d’aquestes dues matéries
primeres.

S’ha descrit que alts percentatges de substitucié bé de la farina, bé de I'oli, poden
aplicar-se sense causar disminucions importants en el creixement. Perd, és possible
reemplacar conjuntament les fonts de proteina i lipid de peix sense que aquest
creixement es modifiqui? |, si no és aixi i existeixen limitacions, és prioritaria la
substitucio de la farina o la substitucio de l'oli?

Des del moment en qué un 100% de farina vegetal pot causar un decrement del
creixement dels animals (Annex 1 de l'introduccid, pag. 27), i que el reemplacament
total de I'oli de peix no afecta de manera significativa aquest parametre (Annex 4 de
l'introduccid, pag. 33) s’esta optant per substituir la farina de peix en elevats —perd no
totals- percentatges, intentant arribar a una substitucié total de l'oli de peix, ja que la
farina de peix conté entre un 5 i un 10% d’oli de peix (Jobling et al., 2001) que pot ser
suficient per cobrir els requeriments d'acids grassos essencials de les espécies

cultivades.

1.3. EL SINDROME D'HIVERN

El cultiu de l'orada ha esdevingut una practica comu les Ultimes décades a la costa
Mediterrania per la seva gran acceptacié al mercat, un cultiu ben establert amb el cicle
tancat, i la disponibilitat de dietes que aconsegueixen bones taxes de creixement.

En algunes latituds de la costa Nord-Mediterrania, pero, s’han detectat als cultius taxes
de mortalitat cronica durant els mesos freds, i episodis de mortalitat aguda a principis
de primavera (Tort et al., 1998a; Sarusic, 1999). Els pics de mortalitat poden ser alts
en el primer any de cultiu, arribant al 80% en casos extrems (Padrés et al., 1998),
ocasionant-se pérdues economiques que poden ser importants (Tort et al.,, 2004).
Aquest fenomen, conegut amb el nom de ‘sindrome d’hivern’, s’ha relacionat amb la
baixa temperatura de l'aigua a la que poden enfrontar-se les orades cultivades durant
els mesos més freds (Ibarz et al., 2003; Sala-Rabanal et al., 2003): a diferéncia de les
orades salvatges, que habiten en un rang de temperatura d’entre 11 i 23°C i migren a
aiglies més profundes quan la temperatura de l'aigua superficial comenca a disminuir
(Davis, 1988), les orades cultivades estan confinades en gabies o basses, la

temperatura de les quals pot baixar per sota de les temperatures optimes.
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La simptomatologia de la malaltia d’hivern inclou letargia, natacié erratica, i una
reaccio minima als estimuls externs. Els peixos afectats presenten pesos inferiors a la
mitjana del cultiu i una gran varietat d’alteracions funcionals i tissulars (Gallardo et al.,
2003). Aixi, en les orades afectades, s’ha descrit una disminucié de I'hematocrit i la
glucémia, i un increment dels nivells d’aminoacids (Gallardo et al., 2003; Sala-Rabanal
et al., 2003). Aquests peixos presenten també necrosi muscular i atrofia pancreatica
(Galeotti et al.,, 1998; Tort et al., 1998a,b; Contessi et al., 2000). L'increment dels
nivells de GOT plasmatica (Gallardo et al., 2003) i una severa infiltracio lipidica al fetge
(Tort et al., 1998a; Gallardo et al., 2003) suggereix que aquesta malaltia podria estar
relacionada amb una disfuncié hepatica. El tracte digestiu dels animals simptomatics
esta també afectat, presentant generalment material fioromucds al llarg de l'intesti, el
qual pot aparéixer distés i ple d'un liquid blanquinds (Gallardo et al., 2003). La mucosa
intestinal presenta una significant hiperplasia de les cél-lules mucoses, i sovint la
lamina propia presenta edema (Bovo et al.,, 1995; Padrés et al., 1998; Tort et al.,
1998b; Contessi et al., 2000).

El sindrome d’hivern té un origen multifactorial. Aixi, la baixa temperatura de I'aigua a
la que s’han d’enfrontar els animals durant els mesos d’hivern provoca danys en els
teixits (Tort et al., 1998a). Aquest fet, juntament a la manipulacié a la que poden estar
sotmesos (Flos et al., 1990) pot provocar una situacio d'estrés que inmunosuprimeix
els animals (Pagés et al., 1995; Tort et al., 1996; Tort et al., 1998a) i incrementa la
seva susceptibilitat a patogens oportunistes, com s’ha descrit en altres espécies
(Pickering i Pottinger, 1985).
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El reemplacament de la farina i I'oli de peix en les dietes d’aquicultura, i I'estudi del
sindrome d’hivern, fan necessaris estudis multidisciplinars que, a partir d’animals
sotmesos a les mateixes condicions experimentals, permetin estudiar els efectes de
les dietes testades sobre funcions molt diverses, aconseguint aixi una visio general i
integrada dels fenomens que tenen lloc.

Els estudis que es presentaran en aquest treball formen part de projectes més amplis,
en els quals I'estudi dels processos de digestio i absorcio era una part més, necessaria

per assolir una visié global dels efectes produits per les diferents dietes testades.

1.4. 'APARELL DIGESTIU DELS PEIXOS

Encara que s’ha descrit una gran diversitat en I'anatomia del tub digestiu dels peixos
(Smith, 1989) en resposta a la dieta natural i I'evolucié de les espécies (Buddington et
al.,1997), existeixen algunes generalitats (Guillaume i Courbet, 2002): I'esofag
presenta una musculatura estriada, i generalment esta seguit d’'un estbmac amb una
histologia homogenia i poc diferenciada respecte la dels vertebrats superiors, amb un
epiteli endodérmic en el que es distingeixen glandules de ceél-lules secretores de
proenzims i acid clorhidric, o bé d’hormones o mucus. Seguidament apareix l'intesti,
que és un organ multifuncional, ja que a més de digerir i absorbir I'aliment, participa en
el manteniment del balang d’aigua i electrolits, aixi com en la regulacio endocrina de la
digestio (Buddington et al., 1997). La seva longitud esta directament relacionada amb
la quantitat de proteina de la dieta (Kramer i Briant, 1995), essent generalment curts
els intestins de peixos carnivors i més llargs els dels herbivors (Stevens, 1988).
Estudis histologics permeten identificar regions amb funcions diferenciades al llarg del
tub, perd no sempre existeix una diferenciacié anatomica externa. Aquesta manca de
diferenciacié externa pot comportar dificultats a I'hora de distingir els segments
intestinals: alguns autors parlen d’'una zona proximal a la sortida de I'estbmac, una
zona mitja, i una zona distal final curta, mentre que d’altres distingeixen només dos
segments: un de proximal i un de distal que engloba les parts mitja i final del tub
(Guillaume i Chourbet, 2002). Molts peixos presenten a la sortida de I'estbmac uns
divertacles cecs anomenats cecs pilorics, d'estructura histologica similar a Il'intesti
proximal. El seu nombre és molt variable, i la seva funcié encara no esta clara, malgrat
que sembla que en ells no té lloc cap fenomen particular de secrecié o absorcio, i es
consideren una extensid de la superficie absortiva de l'intesti (Guillaume i Chourbet,
2002).
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Modulacio dels Processos Digestius en Resposta a la Composicié de la Dieta en Orada i Truita Irisada

Histoldgicament, a l'intesti dels peixos es diferencien 3 capes: la mucosa, la muscular i
la serosa, ja que I'abséncia de muscularis mucosae impedeix la distincié entre mucosa
i submucosa que si presenten lintesti prim dels mamifers o lintesti de les aus
(Guillaume i Chourbet, 2002). La mucosa intestinal proximal dels peixos recorda la
dels vertebrats superiors, encara que les vellositats no estan ben individualitzades i
s6én més aviat pseudovellositats, que multipliquen la superficie absortiva del tub (Fig.
4). Les cél-lules intestinals s’originen a les zones més profundes, i es diferencien en la
migracio al llarg de les pseudovellositats (Trier i Moxey, 1980) per portar a terme les
seves funcions com a ceél-lules secretores de mucus, o cél-lules absorbents amb
microvillis més llargs que els dels mamifers (Buddington et al., 1987). Seguidament es
troba un segment intestinal amb unes caracteristiques histologiques concretes, ja que
alguns enterocits (5-10%) presenten nombroses invaginacions a la base de les
microvellositats, i sén els encargats de l'absorcié de material proteic. Al segment
intestinal més posterior, els enterocits tenen els microvilli curts i poques
caracteristiques de cél-lules absortives, pero tenen un elevat nombre de mitocondries.
Aquesta zona sembla tenir un important paper en la osmoregulacié (Buddington et al.,
1997).

Figura 4. Tall histologic transversal de l'intesti proximal d’orada (a) i de rata (b). 4x.

Els enterocits (Fig. 5a) son cél-lules polaritzades amb diferéncies en [I'activitat
enzimatica i la distribucié de mecanismes especifics per al pas de substancies a través
de la membrana apical o la membrana basolateral (Buddington et al., 1997). Les
cél-lules mucoses (Fig. 5b) presenten una massa viscosa a la zona apical, i
habitualment es troben en igual nombre al llarg de tot el tracte intestinal (Buddington et
al., 1997).
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Figura 5. Enterocit (a) i cél-lula mucosa (b).

L’aparell digestiu de I'orada

L'orada és un peix carnivor, que pot comportar-se com a omnivor ocasional (De
Sostoa, 1990). El seu esofag és curt i ample, i esta seguit d'un estébmac sifonal
(Grasseé, 1958) (Fig. 6). Seguidament apareix I'intesti proximal, en el qual hi ha 4 cecs
pilorics (Elbal i Agulleiro, 1986). L’intesti proximal és ample, i esta adaptat a rebre una
elevada carrega de nutrients (Buddington et al., 1997). El segueix una zona distal més
prima, que presenta generalment una menor capacitat de captacio de substrats (Sala-
Rabanal et al., 2004). Les zones intestinals proximal i distal es diferencien també per
les caracteristigues de la capa mucosa, que a la part proximal presenta
majoritariament cel-lules absortives mentre que en la distal apareixen vesicules al
citoplasma apical, indicant la seva funcié pinocitotica (Elbal i Agulleiro, 1986). Les
cel-lules mucoses presenten una distribucido uniforme al llarg de I'epiteli intestinal,
sense formar glandules, com en altres teleostis (Bishop i Odense, 1966). Finalment, el
tracte digestiu incrementa novament el diametre per formar el recte, que té una
longitud relativa d’aproximadament 1:10 respecte la resta de lintesti. La composicid
del mucus d’aquesta zona no presenta variacions respecte la resta de secrecions
intestinals (Reifel i Travill, 1979).
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Figura 6. Esquema del tracte digestiu de I'orada.
Es poden diferenciar I'esofag (Esf), I'estémac
(Estc), els cecs pilorics (CP), lintesti proximal
(IP) i lintesti distal (ID).

L'aparell digestiu de la truita

La truita és un peix d’habits carnivors. El seu esofag és curt, i es comunica amb un
estomac en forma de Y. A la sortida d’aquest hi ha els cecs pilorics, que sén molt
nombrosos, encara que el seu nimero varia depenent de factors genetics modificables
per la seleccid, o per la temperatura de I'aigua durant el desenvolupament (Guillaume i
Chourbet, 2002). L'intesti proximal presenta poques diferéncies externes amb l'intesti
distal, que desemboca al recte (Fig. 7). Al llarg del tub, pero, I'epiteli mostra un canvi
des de cél-lules columnars cap a un epiteli escamés que segrega principalment mucus,

canvis distingibles a visu.

|""- -h"“\-\_ e — _—h'“u.x
Estc ),
T e T D Figura 7. Esquema del tracte digestiu de la
S . H?Lw_p?: ity AP e truita. Es poden diferenciar I'estémac (Estc),
"‘; _;.f.'f_':‘::——-—*—_ == els cecs pilorics (CP), Intesti proximal (IP) i
e lintesti distal (ID).

1.4.1. Requeriments nutricionals de les espécies carnivores

L’intesti dels peixos carnivors ha evolucionat per processar dietes que poden variar
segons les estacions. Els carnivors cacen unes preses o altres en funcié de la seva
abundancia, i aixo pot fer variar la proporcié de macronutrients (grasses i proteines)
aixi com els percentatges de materials indigeribles com la quitina (Lie et al., 1994).
Perd malgrat aixo, I'aport de carbohidrats és generalment baix (Buddington et al.,1997)
i en conseqiiencia aquests animals presenten una limitada habilitat per modular els
processos digestius que permeten assimilar-los (Buddington i Hilton, 1987; Cahu i
Infante, 1995).

Aquest fet, junt a que el percentatge de proteina requerit és superior que en la dieta de

peixos és superior que en la de mamifers, té com a resultat un major requeriment
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proteic, i fa que els peixos carnivors presentin una limitada eficieéncia a I'hora d'utilitzar
les dietes amb molts carbohidrats i poca proteina (Buddington et al., 1997) que
permetrien abaratir els costos de I'alimentacio en piscicultura.

L'aport de lipids en l'alimentaci6 dels peixos, igual que en la de mamifers, és una font
d’energia necessaria per a un bon creixement, i d’ells depén la integritat de les
membranes cel-lulars. Els lipids més importants per als peixos sén els triglicérids i els
fosfolipids (Corraze, 2002), i és també necessari cobrir els requeriments d'acids
grassos essencials, no sintetitzables per l'organisme i necessaris per a alguns
processos metabolics, com per exemple la sintesi de prostaglandines (Sargent et al.,
1995).

Els requeriments de vitamines (Gouillou-Coustans i Guillaume, 2002) i minerals
(Kaushik, 2002b) dels peixos sén qualitativament similars als dels vertebrats superiors,

encara que les necessitats quantitatives han estat menys estudiades.

1.5. DIGESTIO | ABSORCIO DE NUTRIENTS

1.5.1. Ladigestio

La digestio permet als animals convertir les proteines, lipids i carbohidrats ingerits en
formes que poden ser absorbides i utilitzades en diferents processos metabolics. La
digestié mecanica, facilitada pels moviments peristaltics estomacals i intestinals, aixi
com el pH al qual té lloc la digestid, sén importants en el procés, el qual depén també

de la secrecié d’enzims que actuen a nivell del tub digestiu.

La digestio de les proteines

La digesti6 de les proteines comenca a I'estdbmac, on sén desnaturalitzades per accié
de l'acid clorhidric i parcialment hidrolitzades per la pepsina. Continua a l'intesti
gracies a l'activitat proteasa alcalina de la tripsina i la quimotripsina pancreatiques, i
altres peptidases d'origen intestinal (Linder, 1985). Aquests enzims sbén especifics, ja
que necessiten de l'existéncia d'unions espaials entre els seus centres actius i els
grups diana del substrat (Hoar, 1983). La tripsina i la quimotripsina s6n segregades pel
pancrees en forma de zimogens: el tripsindgen, que passa a tripsina per accié de
I'enteroquinasa o de la mateixa tripsina; i el quimotripsindgen, que és activat per accié
de la tripsina. Ambddés enzims so6n endopeptidases que hidrolitzen els enllagcos
peptidics localitzats al centre de la proteina. La tripsina té afinitat pels grups carboxil
de larginina i la lisina, mentre que la quimotripsina actua sobre els grups carboxil

d’aminoacids aromatics (Hoar, 1983). Aquestes endopeptidases pertanyen a un grup
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més extens, el de les serinproteases, que es caracteritzen per una sequencia
tetrapeptidica (glicina-asparagina-serina-glicina) al centre actiu, amb la serina com a
component funcional (Prosser, 1991). Els péptids resultants de I'accié de les proteases
luminals sén posteriorment hidrolitzats per peptidases localitzades a la membrana
apical dels enterocits (Buddington et al., 1997), les activitats de les quals varien al llarg
de l'intesti, disminuint des de la zona proximal fins a la distal (Brudeseth, 1996).

Les proteases digestives dels peixos sén similars a les dels mamifers (Kawai, 1971), i
la majoria de péptids i hormones que en controlen les funcions sén iguals en vertebrats
i en peixos (Takii, 1985; Munilla-Moran et al., 1990). L'activitat proteolitica digestiva
esta relacionada amb la composicié natural de la dieta (Ugolev i Kuz'mina, 1994); en
algunes espécies no carnivores s’ha descrit un major potencial proteolitic que en les
carnivores (Kuz'mina, 1990; Hidalgo et al.,1999) que s’ha relacionat amb la dificil
digestié de la proteina vegetal, i que indicaria que malgrat que els omnivors necessiten
un aport proteic menor que els carnivors, aquest s’ha d'utilitzar bé. Cal tenir present,
perd, que l'equipament intestinal de proteases en diferents espécies de peixos
adaptades a dietes similars pot presentar també diferéncies (Alarcon et al., 1998). S’ha
descrit, d'altra banda, que els peixos carnivors tenen capacitat per modular algunes de
les proteases pancreatiques en resposta a la composicié de la dieta administrada
(Krogdahl et al., 1994; Buddington et al., 1997).

La digestio dels carbohidrats

Encara que hi ha molts tipus de carbohidrats, només alguns tenen valor nutritiu en
lalimentaci6 dels peixos: les hexoses (glucosa), els disacarids i alguns
homopolisacarids com per exemple el midd. Altres glucids tenen una funcié nutricional
secundaria, o fins i tot negativa si es troben en elevades concentracions, com per
exemple les fibres.

Tot i que els glacids no sén essencials en I'alimentacié dels peixos carnivors, i que
aquests animals tenen una baixa capacitat per utilitzar-los (Hung i Storebakken, 1994;
Kaushik, 2002a), sén una font d’energia poc costosa. La digestié del glucids depén
primerament de les glucosidases. La més important és la o-amilasa, segregada pel
pancrees i que s’ha trobat en tots els peixos (Kaushik, 2002a). L'a-amilasa hidrolitza
els enllacos a (1-4) de I'amilosa o fragments lineals de glucogen, atacant internament
les cadenes lineals, hidrolitzant-les a maltosa, i deixant residus variables. L’activitat
d’'aquesta carbohidrasa pancreatica sembla estar genéticament programada per ser
baixa (Cahu i Infante, 1995).
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Els disacarids resultants d’aquesta primera digestié sén posteriorment hidrolitzats per
disacaridases localitzades a la membrana intestinal (Buddington et al., 1997), I'activitat
de les quals declina des de la zona proximal fins a la distal (Buddington i Hilton, 1987;
Brudeseth, 1996) i depen de la composicié de la dieta natural (Ugolev i Kuz'mina,
1994), essent, per exemple, molt superiors en els peixos herbivors en relacio a les
espécies carnivores. S’ha descrit que alguns omnivors, com la tilapia, no poden
modular les disacaridases de membrana en resposta a la composicié de la dieta
(Shiau i Chuang, 1995).

La digestio dels lipids

Els lipids més abundants en la dieta son els triacilglicérids, que sén degradats per la
lipasa; i els fosfolipids, que son digerits gracies a I'acci6 de la fosfolipasa.

La lipasa és d'origen pancreatic, i té una estructura molt similar a la de les proteases
de la familia serinica (Voet i Voet, 1995). Es segregada al lumen intestinal en la seva
forma activa, i la seva activitat depén de la preséncia de la colipasa, sintetitzada també
al pancrees (Corraze, 2002). Com que les grasses son insolubles, abans de ser
processades al contingut aqués del tub digestiu, sbn emulsionades gracies a les sals
biliars d'origen hepatic. La unié de la colipasa a les sals biliars de la gota lipidica
permet que la lipasa s'uneixi al complexe i pugui catalitzar la hidrolisi dels
triacilglicérids per formar diacilglicérids i acilglicerols (Pérez et al, 1986).

La fosfolipasa pancreatica degrada els fosfolipids de la dieta, i separa la resta de I'acid

gras en dos carbonis, originant els lisofosfolipids corresponents (Voet i Voet, 1995).

1.5.2. L’absorcio6 dels nutrients

Els productes resultants de la digestid de les macromolécules (péptids, aminoacids,
hexoses, acids grassos,...) son absorbits pels enterocits. Els mecanismes d'absorcid
dels peixos han estat ampliament descrits (Smith, 1983; Ferraris i Ahearn, 1984;
Storelli et al., 1989; Collie i Ferraris, 1995) i sén similars als de mamifers, encara que
les taxes son menors (Reshkin i Ahearn, 1987a,b) per una menor densitat de
transportadors i/o una menor area absortiva en relacié als mamifers (Collie i Ferraris,
1995). Aquestes taxes estan genéticament programades d'acord amb la composicié
natural de la dieta (Ferraris i Ahearn, 1984; Buddington et al., 1987). Aixi, la captaci6
de sucres en peixos carnivors és menor en comparacio a la d’'omnivors i herbivors,
mentre que I'absorcié d’aminoacids és semblant en els 3 grups (Buddington et al.,
1987). En els peixos carnivors, pero, els fluxes transepitelials de nutrients de la part

distal de l'intesti poden superar els de la part proximal, contrariament al que succeeix
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en herbivors (Ferraris i Ahearn, 1983) que presenten generalment intestins de major
longitud (Karmer i Bryant, 1995). S’ha descrit també que els peixos d'aigua dolca
poden acumular als enterocits concentracions de sucres i aminoacids que superen les
que presenten aquests nutrients al lumen intestinal, mentre que en els peixos marins

aquest fenomen no té lloc (Ferraris i Ahearn, 1984).

L'absorcio es produeix per fendmens de difusié simple, difusié facilitada i transport
actiu. La difusi6 simple és proporcional al gradient i segueix cinetiques no
assimptotiques. Es minoritaria per les molécules hidrosolubles i, en canvi, sembla ser
comuna pels productes hidrofobs resultants de la degradacié de lipids (Guillaume i
Choubert, 2002). L'absorcié per difusio facilitada i transport actiu, utilitzats per a la
captacié d’'aminoacids i glucosa, segueix cinétigues assimptotiques, i depén de la
preséncia de molécules proteiques inmerses a la bicapa lipidica. Breuement, la
transferéncia dels nutrients hidrosolubles des del lumen intestinal fins a la sang
requereix dos grups de transportadors: d'una banda, els enterocits acumulen
aminoacids, sucres, acids nucleics i altres soluts solubles per la combinacié del
transport actiu dependent d’energia, i de la difusio facilitada independent d’ATP a la
membrana apical (Casirola et al., 1995); de laltra, els nutrients passen des dels
enterocits a la circulacié sistémica a través de transportadors de difusio facilitada

localitzats a la membrana basolateral.

Els aminoacids, els oligopéptids i els seus transportadors

L'estructura quimica dels aminoacids i la carrega eléctrica que presenten a pH
fisiologic dificulta el seu pas a través de les membranes cel-lulars, tot i I'existéncia d'un
gradient electroquimic favorable. Per aquest motiu, I'absorcié d’aminoacids, a més del
transport per difusié passiva, esta mitjancat també per proteines transportadores tant
en mamifers (Munck i Munck, 1994) com en peixos (Ferraris i Ahearn, 1984; Storelli et
al., 1989), tot i que s’han descrit diferéncies en I'especificitat d’alguns dels sistemes de
transport entre els dos grups d’animals (Collie i Ferraris, 1995). S’han establert menors
taxes d'absorcié en peixos que en mamifers (Ferraris i Ahearn, 1984; Storelli et al.,
1989; Buddington et al., 1991), possiblement per una menor densitat de transportadors
per unitat de superficie en els primers (Ferraris i Ahearn, 1984; Buddington et al.,
1987; Storelli et al., 1989), encara que a diferéncia del que succeeix en mamifers, els
transportadors d’aminoacids en peixos es localitzen al llarg de tot el tub digestiu

postgastric (Buddington et al., 1997).
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Ilgual que en els mamifers, en els peixos existeixen evidéncies de que hi ha
especificitats solapades d’aminoacids en les diferents classes de transportadors,
cadascun dels quals presenta diferent afinitat per un determinat aminoacid (Storelli et
al.,, 1989; Vilella et al., 1990). D’altra banda, gran part de la proteina dietaria
s’absorbeix en forma de péptids en mamifers (Adibi, 1997) i en peixos (Bogé et al.,
1981; Reskin i Ahearn, 1991). Aixi, tant en peixos carnivors com en herbivors, s’ha
descrit un transport de dipéptids dependent d’energia (Thamotharan et al., 1996a), i
s’ha vist que els dipéptids acumulats a I'enterocit assoleixen el torrent sanguini a
través d'una via saturable independent d’energia localitzada a la membrana
basolateral (Thamotharan et al., 1996b).

S’ha establert I'existéncia de diferents tipus de transportadors d’aminoacids a la
membrana apical en base als seus substrats (Taula 3), amb canvis quantitatius al llarg
de l'intesti (Ahearn i Storelli, 1994) i patrons de distribucié que poden variar dependent
de les espécies (Buddington et al., 1987). Aixi, la utilitzaci6 de sacs invertits ha
establert un transport decreixent d’aminoacids a I'avancgar al llarg del tub intestinal en
diferents especies de peixos, inclosos els salmonids (Ferraris i Ahearn, 1984;
Buddington i Diamond, 1987; Bakke-McKellep et al., 2000). Tot i que en les espécies
carnivores s’ha descrit una major absorcio a la zona distal de I'intesti en utilitzar VMAs.
En els peixos, les taxes de transport d'aminoacids estan genéticament programades
d’acord amb la composicié natural de la dieta (Ferraris i Ahearn, 1984; Buddington et
al., 1987), tot i que varien depenent dels aminoacids o peptids estudiats malgrat
comparar espécies amb habits alimentaris similars (Buddington et al., 1987).

En alguns mamifers, el transport d'aminoacids esta modulat en resposta a canvis a la
dieta (Buddington et al., 1991). En canvi, la tilapia no ha mostrat variacions en la

capacitat d’absorcié en variar la quantitat de proteina del pinso (Titus et al., 1991).

Taula 3. Mecanismes de transport utilitzats per I'absorcié de diferents aminoacids en peixos.

B + Aa neutres, L-Phe, L-Pro
IMINO + L-Pro, MeAIB (Phe)
PHE + L-Phe
Xac- + L-Glu, L-Asp
BO* + L-Lys, L-Arg
asc - L-Ala
ho+ L-Lys

Es detallen els sistemes de transport estudiats en aquest treball. Na*: dependéncia de sodi. Font; Ahearn i Storelli,
1994,
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El transport de la glucosa

En els peixos, els mecanismes de transport de la glucosa son similars als de
mamifers. Aixi, 'absorcido de D-glucosa esta mitjancada pel transportador d’hexosa
SGLT-1 localitzat a la membrana apical de I'enterocit, que s’ha caracteritzat com un
sistema dependent de sodi, sensible a la florrizina i fortament inhibible per a-metil-D-
glucosa i D-galactosa (Ferraris i Ahearn, 1984; Storelli et al., 1986; Ahearn i Storelli,
1994; Sala-Rabanal, 2004). A aquest sistema de transport el segueix un fenomen de
difusié facilitada a través de la membrana basolateral fins a la sang (Reshkin i Ahearn,
1987a).

A més, s’ha establert que les taxes de captacié de sucres en peixos carnivors sén
menors a les taxes registrades en herbivors o omnivors (Buddington et al., 1997). En
I'orada, s’ha descrit que la captacié de D-glucosa disminueix a mesura que s'avanga
en el tub digestiu (Sala-Rabanal et al., 2004), com s’havia descrit ja en altres espécies
carnivores (Buddington et al., 1987). En els peixos herbivors, a més, s’ha localitzat una
menor afinitat per al transport de D-glucosa a la zona proximal en relacié a la zona
distal utilitzant bé vesicules de membrana apical (Reshkin i Ahearn, 1987), bé en

preparacions aillades d’intesti (Ferraris i Ahearn, 1984).

L'absorcio de lipids

En els peixos, com en altres animals, I'absorcié de lipids es realitza gracies a unes
particules anomenades micel-les, formades per acids grassos, monoacilglicerols
(residus de la hidrolisi dels triacilglicérids per accié de la lipasa pancreatica) pero
també de fosfolipids, colesterol i acids biliars. Aquests complexes lipidics difonen a
través de la bicapa lipidica després de la degradacio de la micel-la, i son resintetitzats

en triacilglicerids al reticle endoplasmatic i I'aparell de golgi.
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Modulacio dels Processos Digestius en Resposta a la Composicié de la Dieta en Orada i Truita Irisada

ANNEXES A LA INTRODUCCIO
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Annex 1. Efectes de la substitucio de la farina de peix per farines d’origen vegetal en la dieta de peixos.

Orada Farina de soja 10, 20, 30 Creixements similars al control Robaina et al., 1995
(de 10 a 30) Grup de 30% d'inclusid: activitat tripsina retardada i deposicié de lipids al
fetge
Farina de tramussos Creixements similars al control
Activitat tripsina retardada en el grup amb un 30% d'inclusio
Orada Concentrats de soja i de 30a100 La maxima substitucié disminueix el creixement i la ingesta Kissil et al., 2000
colza (de 30 a2 100) Disminucid de la retenci6 de proteines amb la dieta 100% soja
Disminuci6 del contingut de lipids en els animals alimentats amb les dietes de
major reemplacament
Orada Extrusionats de blat i de 40 Disminucid del creixement segons la font utilitzada Venou et al., 2003
blat de moro (40) Afectacio de les activitats tripsina i o-amilasa
Alteracions en I'index hepatosomatic
Truita irisada Farina de soja 32 No diferéncies en el pes final assoliti Iindex de creixement especific Sanz etal., 1994
(40) Ingesta superior en els animals alimentats amb les dietes que contenien soja
Truita irisada Diferents tipus de soja de21a30 Les taxes de creixement dels grups alimentats amb soja foren en general Oliva-Teles et al., 1994
(30) millors que les del grup control
Truita irisada Barreja de farines de de 33a100 Disminucio del creixement perd increment de la ingesta en els animals Gomes et al., 1995
tramussos, faves, (de 33a100) alimentats amb la dieta amb 100% de substitucio
pesols, bs'ztjge moro i No diferéncies en l'eficiéncia proteica
Truita irisada Concentrat de proteina de 22 a 62 No diferéncies en el creixement entre els grups Kaushik et al., 1995
de soja (de 33 a 100)
Farina de soja comercial de 24 a 42 Lleugera tendéncia a disminuir el creixement
(de 25 a 50) Disminucid significativa en la retencié de proteina

Continua
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Truita irisada Farina de soja comercial 13,2550 Depressid del creixement en el grup 25% i elevada mortalitat en el grup 50%. Dabrowski et al., 1989
(de 25 a 100) Decrement en I'absorcié d'aminoacids
Truita irisada Farina de tramussos 10,20, 30i 40 Creixement similar al control fins a un 30% d'inclusié de la Higuera et al., 1988
(de 10 a 40)
Llobarro Barreja de fonts de19a80 No diferéncies en el creixement o el guany proteic Kaushik et al., 2004
proteiques vegetals (de 22 100) Lleuger increment en la deposicié de grasses en els animals dels grups
alimentats amb les dietes vegetals
Llobarro Farina de soja 16, 34, 44 En peixos de 5 g no es detectaren diferéncies en el creixement en els dos Gallagher, 1994
suplementada amb (de 24 a 64) grups extrems, encara que el creixement es va veure afectat en el grup 34%
meteonina En peixos grans no es registraren diferéncies entre els grups
Llobarro Gluten de blat de moro 100 No afectacio del creixement Dias, 2005
(100)
Tilapia Farina de soja crua o 55i52 Els peixos alimentats amb la soja bullida van creixer millor que els animals Wee i Shu, 1989
bullida (83) del grup control
La progressiva inclusié de matéria crua va disminuir el creixement
Tilapia Diferents tipus de soja 100 Disminucio del creixement El-Sayed AFM et al., 2000
(100) No efectes segons el tipus de tractament de les farines emprades

Els treballs s’han escollit com a exemples d’experiéncies realitzades amb les dues especies estudiades (orada i truita) i altres espécies d'interés en aqicultura.
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Annex 2. Factors antinutricionals identificats en algunes de les farines vegetals utilitzades en les dietes de substitucio per a peixos.

Farina de soja

Inhibidors de proteases, lectines, fitats, saponines, fitoestrogens, antivitamines, al-lergens

Farina de tramussos

Inhibidors de proteases, saponines, fitoestrogens, alcaloides

Farina de pésol

Inhibidors de proteases, lectines, tanines, cianogens, fitats, saponines, antivitamines

Farina de sésam

Inhibidors de proteases, fitats

Farina de llavors de girasol

Inhibidors de proteases, saponines, inhibidor d'arginasa

Farina de colza

Inhibidors de proteases, glucosinolats, fitats, tanins

Farina de llavors de cot6

Fitats, fitoestrogens, antivitamines, acid ciclopropenoic

Font: Adaptat de Francis et al., 2001.
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Annex 3. Tipus de factors antinutricionals, efectes i tractaments per minimitzar-ne la presencia.

Inhibidors de Llegums  Afectacit de la digestio per inhibicio especifica de les  Extrusionat (Norton, 1991)* Existeixen diferéncies en la tolerancia als inhibidors de
proteases proteases digestives (Moyano et al., 1999) o per la tripsina segons les espécies
supressi6  del mecanisme de retroalimentacio6 * Alguns, com p.ex. linhibidor de proteasa Poden existir mecanismes de compensacié per un
pancreatic (Dabrowski et al., 1989) que poden portar Bowman-Birk de la soja, és termoresistent increment en la secrecio d'enzims (Krogdahl et al.,
a imbalancos d'aminoacids (Shiau et al., 1987) (Norton, 1991) 1994)
Fitats Soja, Disminucid de la digestibilitat per formacid de Fermentacid (DuffusiDuffus, 1991) La suplementacié amb fitasa neutralitza els efectes (Riche
90|Za1 complexes fitat-proteina (Richardson et al., 1985). Inhibicid per calor (Duffus i Duffus, 1991) i Brown, 1996; Storebakken et al., 1998; Vielma et al.,
pesols, Formacions anormals en el tracte digestiu: hipertrofia  Moltura 1998)
sesam dels cecs pilorics i vacuolitzacidé citoplasmatica Autoclavatge (Hossain i Jauncey, 1989) L'addici6 de minerals a la dieta en contraresta els efectes
(Richardson et al., 1985)
Quelant de minerals (Teskeredzic et al., 1995; Sugiura
etal., 1999)
Glucosinolats Cruciferes  Hemorragia hepatica i danys tissulars diversos al fetge i Tractament per calor (Burel et al, 2000) Existeixen varietats amb baixes concentracions d'aquests
al rony6 (Duncan, 1991) Extraccié aquosa (Makkar i Becker, 1997) compostos
Saponines Llegums  Dany al'epiteli de les branquies Extraccié aquosa La formacié de complexes amb altres antinutrients pot
Alteraci6 de I'absorci6 intestinal i disminucié de l'activitat disminuir I'efecte de les dues substancies (Makkar et al.,
enzimatica de la mucosa (Krogdahl et al., 1995) 1995)
Tanins Pesols, Interferencia amb els processos digestius per unid amb  Esclofollacio, calor, alcali (Griffiths, 1991) La interacci6 amb altres factors antinutricionals en pot
mostassa els enzims o els compostos alimentaris (proteines 0 Fermentacié (Mukhopadhyay and Ray, 1999) disminuir els efectes (Fish i Thomposon, 1991)
minerals) (Liener, 1989) Agents oxidants i suplementaci6 amb agents
acomplexants (Makkar et al., 1995)
Lectines Llegums  Disrupcié del metabolisme intestinal i danys morfologics  Tractament aqués amb calor o autoclau (Grant,  Sinergisme amb altres factors antinutricionals
a les vellositats (Grant, 1991) 1991)
Oligosacarids i Llegums,  Unié amb els acids biliars, interferéncia amb els enzims ~ Coccid al vapor (Erfanullah i Jafri, 1998) Els estudis discrepen sobre els nivells de tolerancia i 'is
polisacarids diferents cereals moviment anormal dels substrats

del midé

digestius i
(Storebakken et al., 1998)

Tractament de calor (de la Higuera et al., 1988)
Extrusio a altes temperatures (Bangoula et al.,
1993)

dels carbohidrats dietaris segons les espécies

Continua
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Fitoestrogens Soja, Afectacio dels processos fisiologics: induccid de
coto, vitelogenesis (Pelisero et al., 1991); hipertrofia
tramussos hepatica (Pelissero et al., 1992)

Alcaloides Tramussos,  Disminuci6 de la ingesta per alteracié de la palatabilitat ~ Extracci6 aquosa, extrusio. Existeixen varietats on les concentracions d'aquests
llegums de la dieta (de la Higuera, 1988) compostos sén molt baixes.
Compostos antigénics ~ Llegums,  Lesions a la mucosa intestinal, anormalitats a les Els nivells en qué es troben a les dietes no provoquen
cereals vellositats i moviment anormal de la ingesta (D'Mello, alteracions de les taxes de creixement.
1991)
Gosipols Genere Deficiencies d'aminoacids per la formacié de complexes  Extraccié amb solvents.
Gossypiun

Font: Adaptat de Francis et al., 2001.
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Annex 4. Efectes de la substitucio de I'oli de peix per fonts alternatives en la dieta de peixos.

Orada Oli de soja 12% Afectacié de la composicié d'acids grassos Kalogeropoulos et al., 1992
(Sparus aurata)
Orada Oli de canola de 25a 100 Més d'un 75% de substitucié amb oli no tractat afecta el creixement Glencross et al., 2003
(Pagrus auratus) (de 252 100) Canvis importants en la composicié d'acids grassos
Llobarro Llard de porc 50% No diferéncies en el creixement Xue et al., 2006
Diferéncies en el contingut de lipids del fetge i la tendresa de la carcassa
Llobarro Oli de soja 25150 No diferéncies en el creixement Figuereido-Silva et al., 2005
(25150) No diferéncies en el perfil de lipids del filet
Aparicio de vacuoles lipidiques al fetge
Llobarro Barreja de llinosa, colza 60 No afectacio del creixement o la supervivencia Mourente et al., 2005a
i palma (60) No diferéncies en les activitats d’hepatdcits i enterdcits
Salmo Oli de llinosa de 252100 Decrement de la quantitat de n-3 HUFA als teixits Tocher et al., 2002
(de 25 a 100)
Salmo Oli de llinosa: oli de de 25a 100 Alteracié del perfil d'acids grassos del filet Tocher et al., 2003
colza 1:1 (de 25 a 100) No efectes metabolics o fisiologics al llarg del cicle
Salmo Oli de canola 100 No diferéncies en la composicid, indexs somatics o inmunologia. Carter et al., 2003
Thraustochytrids (100 g-Kg?) Increment de la mortalitat en les dietes sense oli de peix.
(microorganisme mari)
Salmo Oli de copépodes 100 No afectacio del creixement Hoehne-Reitan et al., 2006
(100) Increment en el contingut de carotenoides en la pell
Truita irisada Oli de soja 50 (50) No diferéncies en el creixement Caballero et al., 2002
Oli de colza 61(61) Aparicié de vacuoles lipidiques als enterocits
Truita irisada Oli de palma de 25a 100 Disminucio6 de la desaturacié/elongacié en enterocits i hepatocits dels Tocher et al., 2004
(de 25 a 100) peixos alimentats amb oli vegetal
Truita irisada Oli de soja 25150 No diferéncies en les taxes de creixement Figuereido-Silva et al., 2005
(251 50) No diferéncies en el perfil de lipids del filet
Truita irisada Oli de palma de 25a100 No diferéncies en el creixement Fonseca-Madrigal et al., 2005

Afectacio del perfil de lipids del mascul a partir del 50% d'inclusio

Els treballs s'han escollit com a exemples d’experiencies realitzades amb la espécie estudiada (orada) i altres espécies d'interés en aqlicultura.
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Modulaci6 dels Processos Digestius en Resposta a la Composicié de la Dieta en Orada i Truita Irisada

2. OBJECTIUS
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En el present treball s’analitzen, en dues espécies de peixos amb interés comercial -
'orada (Sparus aurata) i la truita irisada (Oncorhynchus mykiss)-, els efectes de la
composicié de la dieta i/o del fred sobre, d’'una banda, les variacions que es
produeixen en l'activitat digestiva mitjangant técniques histoldgiques, quantificacions
d’enzims digestius i determinacions de fluxes de nutrients; i de I'altra, sobre el

creixement mitjangant mesures biometriques.

Els objectius concrets del treball foren:

= Metodologics

¢ Adequacio i validacié de les técniques de zimografia.
¢ Posada a punt de la técnica d’obtencié de vesicules de membrana apical
d’enterocit de truita.

¢ Adequacio i validacié de les técniques de vesiculacié emprades.

= Aplicats

¢ Estudi dels efectes de les dietes de substitucid sobre els processos digestius.

e FEfectes en l'orada i la truita de pinsos experimentals on s’havia
reemplacat la farina de peix per fonts proteiques vegetals en diferents
percentatges (baixos o alts), arribant a la substitucio total.

o [Efectes en l'orada de la substitucié simultania de la farina i I'oli de peix

per ingredients vegetals.

+ Estudi dels efectes sobre I'activitat digestiva de I'orada de dos pinsos comercials
amb diferent percentatge de lipids com a dietes de preparacio per a I'hivern. Estudi

del paper de I'exercici.

37



Ester Santigosa i Culi

38



Modulacié dels Processos Digestius en Resposta a la Composici6 de la Dieta en Orada i Truita Irisada

3. MATERIALS | METODES
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3.1.Reactius

Acid acétic glacial

Acid clorhidric

Acid tricloracétic (TCA)

Acrilamida

Albumina sérica bovina
Alfa-amilasa

Amilosa azure

Azida de liti

Bicarbonat sodic

BioRad Protein Assay

Blau brillant de Coomassie (BBC R-250)
Blau de bromofenol

Caseina de llet bovina

Clorur de magnesi

Clorur de potassi

Clorur de zinc

D-Glucosa

D-2-*H]-Glucosa 10-25 Ci- mmol”
Deoxicolat sodic

1-4 dioxa

DTNB (acid 5’5-ditio-bis-(2-nitrobenzoic))
EDTA (acid etilendiaminotetracetic)
Filtron-X, liquid de centelleig

Folin Ciocalteu DC

Formol tamponat (4%)

Glicerol

Glicina

HEPES

Hidroxid de sodi

L-Alanina

L-[2,3->H]-Alanina (40-60 Ci- mmol™)
L-Fenilalanina
L-[2,6-°H]-Fenilalanina (40-60 Ci- mmol")
L-Glutamic

L-[6->H]-Glutamic (20-60 Ci- mmol™")
L-Leucina

L-[4,5->H]-Leucina (120-190 Ci- mmol™")
L-Lisina

L-[4,5->H]-Lisina (75-100 Ci- mmol™)
L-Prolina

L-[2,3-*H]-Prolina (30-60 Ci- mmol ™)
[1-**CJ-Linoléic (50-62 mCi- mmol™)
Mannitol

Marcador de pes molecular

A-6283
131020
490-10
17-1302-02
103703
A-6814
A-3508
480525
131648
500-0006
B-0149
17-1329-01
C-8654
M-0250
P-4504
Z-3500
G-7528

TRK 361
D-6750
D-9553
D-8130
141952
LS-201
2.515.671.609
211.328.121
17-1325-01
17-1323-01
H-3375
131687
A-7627

TRK400
P-8324
TRK552
G-8415
TRK445
L-5652
TRKG36
L-5626
TRK520
P-5607
TRKG38
CFA 104-50UClI
M-9647
RPN 800

Amersham -

Sigma
Panreac
Sigma
Pharmacia- Biotech

ICN Biomedicals Inc.

Amersham -

Amersham -

Amersham -
Amersham -

Amersham -

Amersham -

Amersham -

Amersham -

Amersham -

Amersham -
Amersham -

Amersham -

Sigma
Sigma
Sigma
Panreac
BioRad
Sigma
Pharmacia- Biotech
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Pharmacia- Biotech
Sigma
Sigma
Sigma
Panreac
Itisa
Panreac
Panreac
Pharmacia- Biotech
Pharmacia- Biotech
Sigma
Panreac
Sigma
Pharmacia- Biotech
Sigma
Pharmacia- Biotech
Sigma
Pharmacia- Biotech
Sigma
Pharmacia- Biotech
Sigma
Pharmacia- Biotech
Sigma
Pharmacia- Biotech
Pharmacia- Biotech
Sigma
Pharmacia- Biotech
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Metanol

Metilbisacrilamida

MS-222 (3-aminobenzoic-etil-éster)
Ouabaina

Persulfat amonic

PMSF (fenil-metil-sulfonil-fluoride)
p-nitrofenilfosfat

p-nitrofenol

2-propanol

Sacarosa

Sal trilitica d’acetil coenzim A
SBTI (inhibidor tripsina de soja)
Sodi dodecil sulfat (SDS)

Sulfat de magnesi

Tiocianat de potassi

Tiocianat de sodi

TLCK (Na-p-tosyl-L-lisina-metil-quetona)
TPCK (N-tosil-L-fenilalanina-quetona)

Tripsina XII-S
TrisHCI

ZPCK (N-CBZ-L- fenilalanina clorometil quetona)

3.2 Animals

131091
17-1304-02
A-5040
0-3125
17-1311-01
P-7626
N-4645
104-8
405-7
1.316.211.211
A-2181
T-9128
17-1313-01
M-1880
P-3011
S-7757
T-7254
T-4376
T-2271
17-1321-01
C-9511

Amersham -

Amersham -

Amersham -

Amersham -

Panreac
Pharmacia- Biotech
Sigma

Sigma

Pharmacia- Biotech
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
Panreac

Sigma

Sigma

Pharmacia- Biotech
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Pharmacia- Biotech
Sigma

Es va treballar amb dues espécies d’interés en I'aqlicultura europea (FAO, 2004):

I'orada (Sparus aurata) i la truita irisada (Onchorhynchus mykiss).

3.3. Disseny experimental i presa de mostres

Els detalls de cada experiéncia es descriuen als dissenys experimentals corresponents

a cada bloc experimental.

3.4. Analisis

Els analisis realitzats en aquest treball es descriuen a continuacié i es resumeixen a

'annex 1 d’aquest apartat (pag. 57).

3.4.1. Histologia de I'intesti proximal

S’obtingué el segon fragment, d’aproximadament 0.5 cm d’intesti proximal, i es

conserva en formol. Posteriorment, les mostres van incloure’s en parafina, van tallar-

se, i es van tenyir amb hematoxilina-eosina per a la seva observaci6 (realitzat per
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Laboratorio Citohistoldgico S.L., Barcelona). Es van prendre fotografies de les diferents
preparacions utilitzant una camara digital (CC-12; Soft Imaging System) acoblada a un
microscopi optic (BX40). Per a la captacié d’'imatges s’usa el software AnalySIS (Soft

Imaging System).

3.4.2. Valoracio6 de les activitats proteasa i a-amilasa a I'intesti proximal

Aquestes activitats es determinaren al primer segment intestinal (0.5 cm
aproximadament). Cada mostra s’homogeneitza (Politron 2000, Sorvall TC) a 4°C en
tampd TrisHCI pH 7.5 a una concentracié de 50 mg de teixitmL". Seguidament
I’lhomogeneitzat es va centrifugar (1100 g durant 15 min a 4°C. Jouan CR 4 11) i es va

recuperar el sobrenedant, que es conserva a -20°C.

3.4.2.1. Quantificacié de I'activitat proteolitica total

Es va mesurar mitjangant el métode de Kunitz (1947) modificat per Walter (1984). 50
ML d’homogeneitzat es van fer reaccionar amb 0.5 mL de tampod tris amb caseina
(concentracié final: 1.1 % de caseina en TrisHCI 50 mM; pH 9.0) durant 30 minuts a
20°C. La reaccio6 s’atura amb 0.5 mL de TCA 12% i el desproteinitzat es va mantenir
una hora a 4°C. Seguidament es va centrifugar (7500 g, 5 min, 4°C. Sigma 2-15) i es
mesura I'absorbancia del sobrenedant a 280 nm (UV-1603, Shimadzu). Cadascun dels
homogeneitzats es va analitzar per triplicat, i per a cada mostra es realitza també un
blanc (afegint en primer lloc el TCA i seguidament la mostra homogeneitzada). Com a
patré es va utilitzar tripsina bovina preparada com una solucié de 2000 UI-mL™ i diluida
(de 0 a 100 Ul ‘mL™") per tal d’aconseguir un increment lineal d’absorbancia a 280 nm
als 30 minuts (r’=0.9976). Una unitat d’activitat enzimatica es va definir com la
quantitat d’enzim necessaria per catalitzar la formacié d’1 ug de tirosina en un minut

usant el coeficient d’extincié per la tirosina (0.008 mL: pg™"- cm™).

Es va quantificar la proteina dels diferents homogeneitzats mitjangant el métode de
Lowry (Lowry et al., 1951). Com a estandard de referéncia s'usa albumina sérica
bovina (de 0 a 800 mg-L™"; r’= 0.9980).

3.4.2.2. Identificaci6 de les diferents activitats proteasa alcalina

La caracteritzacié de les activitats proteasa alcalina individuals es va realitzar usant
inhibidors especifics de cada tipus d’activitat en zimogrames. Les caracteristiques de
les solucions d’inhibicid emprades es resumeixen a la Taula 4. Els inhibidors utilitzats

es van escollir en base a la bibliografia (Garcia-Carrefo et al.,1993; Munilla-Moran et
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al., 1996; Alarcén et al.,1998). Per determinar les activitats tipus quimotripsina i tipus
serin proteasa es van usar dos inhibidors en cada cas, ja que els seus perfils
d’inhibicié no son exactament iguals dins la classe proteica que afecten. L'EDTA
s’utilitza per determinar la dependéncia de les proteases de la preséncia de cations.
Van mesurar-se també els percentatges d’inhibicié de I'activitat proteolitica per cada
dissolvent usat (Taula 4), observant-se que aquests no alteraven significativament el

resultat de I'analitica.

Taula 4. Caracteristiques de les solucions d'inhibicié emprades en la caracteritzacié de les activitats proteoliques
i percentatges d’inhibicio dels dissolvents utilitzats.

Inhibidor [ 1d’inhibidor Activitat afectada Dissolvent % d’inhibici6 de I'activitat
proteolitica total pel

dissolvent

TLCK 10 mM tripsina-like HCIl 1mM 0.37 +0.37

TPCK 10 mM quimotripsina-like Metanol 4.86 +2.46

ZPCK 10 mM quimotripsina-like Dioxa 0.57 +£0.41

PMSF 100 mM serina-like 2-propanol 4.05+1.39

SBTI 250 uM serina-like .

EDTA 05M quelant de ions divalents Aigua

Els percentatges d'inhibicio es presenten com la mitjana £ S.E.M. de 10 quantificacions per cada dissolvent usat.

Els zimogrames, que permeten veure les bandes amb activitat proteolitica en un gel,
es realitzaren en gels d’acrilamida al 12% (10 x 10.5 x 0.1 cm), en els quals es van
carregar’ homogeneitzats incubats durant 30 min (20°C) amb les diferents solucions
d’inhibicié o en aigua destil-lada®. Les electroforesis es van portar a terme amb un
corrent constant de 15 mA per gel, durant 100 minuts a 4°C (EPS 301 Power Supply).
Les fraccions actives de proteases es van visualitzar d’acord amb el métode descrit
per Garcia-Carreno et al. (1993). Breument, els gels es van incubar en una solucié de
Tris HCI pH 8.2 que contenia un 2% de caseina (30 min a 4°C i 90 min a 25°C). La
caseina s’uneix a la superficie de I'electroforesis durant les incubacions, i només és
degradada en aquelles zones on les proteases son actives. Seguidament, es van
rentar els gels i es van tenyir en una solucié de metanol: acétic: aigua (40:10:40) amb
un 0.1% de blau brillant de coomassie R-250. Durant la tinci6 tota la superficie que
conté caselna queda tenyida de color blau, mentre que les bandes on la proteina ha
estat degradada apareixen de color blanc (Fig. 8). Els gels van destenyir-se amb la
mateixa solucié sense colorant. La combinacié d’'un mateix homogeneitzat amb

cadascun dels inhibidors permet determinar quin tipus d’activitat presenten les

1 El tamp6 de carrega usat contenia (en mM) 123.8 Tris; 138.7 SDS; 0.3 blau de bromofenol; (en M) 2.75
Glicerol.
2 40 pL d’homogeneitzat + 10 uL bé de la solucié d'inhibicié corresponent, bé d’H20 destil 1ada.
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Modulacié dels Processos Digestius en Resposta a la Composicio de la Dieta en Orada i Truita Irisada

diferents bandes, ja que aquestes desapareixen com a consequiéncia de la inactivacio
de la proteasa per part de I'inhibidor corresponent. Tripsina i albumina pures es van
utilitzar com a controls. Per tal de determinar el pes molecular va usar-se un marcador

de pes molecular comercial (RPN 800) (Fig. 9).

Figura 8. Zimograma representatiu d’homogeneitzat de
truita combinat amb diferents solucions d'inhibicié.
Columna (C) 1= BSA; C2= homogeneitzat (H); C3= H +
TPCK (inhibidor de l'activitat quimotripsina-like); C4= H+
ZPCK (inhibidor de I'activitat quimotripsina-like); C5= H+
TLCK (inhibidor de I'activitat tripsina-like); C6= H + PMSF
(inhibidor de serin proteases); C7= H + SBTI (inhibidor de
serin proteases); C8 = H+ EDTA (quelant de ions
divalents); C9= tripsina bovina, C10= marcador de pes
molecular RPN 800.

250k AR blue
160 k xS red
105 k green
75k vellow
50k purple
35k " : blue
30k orange
25k green

Figura 9. Marcador de pes molecular RPN800 usat en la identificacio
dels pesos de les bandes detectades en els gels. La imatge correspon
l bt a un 12% SDS-PAGE (després d'usar el métode de Laemmli, 1970) en
una electroforesi realitzada a 150V durant 50 minuts. Imatge obtinguda

tok ' e d’Amersham-Pharmacia-Biotech.

3.4.2.3. Quantificacié de I'activitat a-amilasa

Les mostres s’analitzaren mitjangant una modificacié del métode descrit per Dold et al.
(1995). La técnica es basa en la utilitzacié del tragcador amilosa azure, un derivat de
midé de patata que esta covalentment marcat amb Blau Brillant R de Ramazol. 100uL
d’homogeneitzat es van combinar amb 400 uL de tampd amb amilosa azure i SBTI
(0.625% i 0.025 mg-mL™" respectivament en TrisHCI pH 7.5). L'SBTI es va afegir per
minimitzar la degradacié de I'a-amilasa per part de les proteases presents a la mostra.
La reaccid s’atura passats 30 min addicionant 0.5 mL d’acid acétic al 6%. Els tubs es

van mantenir a 4°C durant 30 min i a continuacié es van centrifugar (13000g; 10 min,
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4°C. Jouan CR 4 11). L’absorbancia del sobrenedant es va llegir a 595 nm. Com a
patré es va utilitzar a-amilasa (de 0 a 30 mU-mL™; r’= 0.987). Cada homogeneitzat

s’analitza per triplicat i es determina el seu blanc.

3.4.3. Captacio6 de nutrients

3.4.3.1. Técnica d’obtenci6 de vesicules de membrana apical d’enterocit

Els cecs pilodrics, l'intesti proximal i I'intesti distal (Fig. 10) es van rentar en el moment
del mostreig en sali isosmotic (450 i 305 mOsm per orada i truita, respectivament) que
contenia PMSF (0.1 M) per inhibir I'accié de les proteases i rapidament es van

congelar en nitrogen liquid.

Figura 10. Tracte digestiu d’'orada (a) i de truita (b). Es van distingir 3 segments: cecs pilorics, intesti proximal i
intesti distal. Els fragments intestinals es van diferenciar en funci6 de 'aparenga externa i de la mucosa.

Per obtenir les vesicules de membrana apical d’enterocit (VMAs) de cada segment
intestinal, s'usa en orada el métode de precipitaci6 amb MgCl, descrit per Sala-
Rabanal et al. (2004) (Fig. 11). Per a la truita s’adapta 'esmentada técnica adequant
les osmolaritats dels medis a utilitzar. Les VMAs permeten valorar els influxos de
nutrients selectivament a través de la membrana apical i sense que siguin
metabolitzats, ja que en el procés d'obtencio de les vesicules es descarten els altres
tipus de membranes cel-lulars (Annex 2 al materials i métodes, pag. 59) i la maquinaria
enzimatica de I'enterdcit.

A pools de 2-5 g de mostra es van afegir 40 mL de medi d’homogeneitzacié (Taula 5).
El teixit es va tallar en petits fragments i seguidament es va homogeneitzar en un
Waring blender (7011S; Waring laboratory) a baixa velocitat durant 8 min® per separar
la capa mucosa de les capes musculars. L’homogeneitzat resultant es va filtrar a

través d’'un embut Blchner (SC2134154; Afora) i va enrasar-se a 50 mL amb el mateix

3 Per no escalfar la mostra es van deixar periodes de repds de 30 s entre tandes d’homogeneitzaci6 de 2
min.
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medi d’homogeneitzacié. A continuacid, es va homogeneitzar a alta velocitat durant 3
min* i va filtrar-se a través d’una mitja d’escuma. Es va afegir MgCl, a l'eluent fins a
una concentraciéo final de 10 mM per precipitar de manera selectiva totes les
membranes cel-lulars a excepcié de les apicals. L’'homogeneitzat es va mantenir en
agitacié 15 minuts i es va centrifugar (3000g durant 15 min). El sobrenedant resultant
es mantingué 10 min en gel, durant els quals els lipids van formar una capa prima que
es descarta amb l'ajuda d’'una pipeta pasteur de vidre. El volum restant es va
centrifugar (30000g, 30 min) i el pellet es va ressuspendre en medi d’enriquiment
(Taula 5). La suspensio es va homogeneitzar en un homogeneitzador Teflon de vidre
(cos KA 6150, émbol KA 6350; Afora) i seguidament centrifugar a 35000 g (25 min). El
pellet —que contenia els fragments purificats de membrana apical- es va ressupendre
en medi de vesiculacié (Taula 5) usant una xeringa d’'1 mL amb una agulla de 0.5 mm.
Finalment la ressuspensio es féu passar varies vegades per una xeringa d’insulina per
tal de vesicular els fragments de membrana apical obtinguts. Tot el procés es porta a

terme entre 0-4°C i es va utilitzar una centrifuga Beckman J2-HS amb un rotor JH.20.

| Teixit |

Homogeneitzacio 1
Homogeneitzacio 2

[Homogene‘ﬂzat ]I'u.-'lgtl2

O

m.?;cals[ SN, ][ P, ]

[ SN, [ F;z ] m.a:-’i)cals

Csw J(p ]

Figura 11. Esquema del procés d’obtencié de vesicules de membrana apical d’enterdcit. SN: sobrenedant; P:
precipitat; m: membrana; c_) : centrifuga.

4 Es deixaren periodes de repds de de 15 s entre tandes d’homogeneitzacio de 30 s.
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Taula 5. Composicié (mM) dels medis d’homogeneitzacié, enriquiment i vesiculacié usats en la

obtencié de VMAs d’enterdcits d’'orada i de truita.

Medi d’Homogenitzacio Orada Truita
Manitol 100 60
HEPES 2 2

Osmolaritat 100; pH 7.4

Osmolaritat 60; pH 7.4

Medi d’Enriquiment Orada Truita
Manitol 100 60
HEPES 2 2

MgSO4 7H,0 0.1 0.1

Osmolaritat 100; pH 7.4

Osmolaritat 60; pH 7.4

Medi de Vesiculacio Orada Truita
Manitol 300 285
HEPES 20 20

MgSO4-7H,0 0.1 0.1
LiNs 4.08 4.08

Osmolaritat 320; pH 7.4

Osmolaritat 305; pH 7.4

La osmolaritat esta expressada en mosmols Kg-'.

3.4.3.2. Validacio de la tecnica d’obtencio de vesicules de membrana apical d’enterocit
Per verificar I'enriquiment en membrana apical, aixi com I'empobriment en altres tipus
de membrana, es mesura a 'homogeneitzat i a les vesicules l'activitat d’enzims
marcadors de diferents tipus de membranes cel-lulars. Com a marcador de membrana
apical es valora la fosfatasa alcalina; per a determinar 'abséncia de membrana baso-
lateral es va quantificar I'activitat Na*/K* ATPasa; I'activitat citrat sintasa de les mostres
s’analitza per descartar contaminacio per membrana mitocondrial.

Es va estudiar també la orientacid vesicular, ja que durant el procés de vesiculacié, la
membrana pot quedar orientada de dues maneres diferents: outside-out (orientacio
que presenta la membrana a la ceél.lula) o inside-out (amb la cara externa de la
membrana a linterior de la vesicula). Cal descartar la preséncia de VMAs amb la
orientacio inside-out, ja que en aquestes els transportadors queden atrapats a I'interior
de la vesicula i no son funcionals, infravalorant-se la capacitat de transport en les
suspensions obtingudes.

Totes les determinacions es van portar a terme a 20 °C. Els resultats de validacio

obtinguts es detallen i comenten a I'annex 2 d’aquest apartat (pag. 59).
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Fosfatasa Alcalina (EC 3.1.3.1)

L’enterdcit presenta activitat fosfatasa alcalina exclusivament a la membrana apical,
considerant-se aquest enzim un bon marcador d’aquest tipus de membrana (Scalera et
al., 1980). Per a la seva quantificacid, es segui el métode proposat per Weiser (1973).
Breument, s’incubaren 100 yL de la mostra diluida corresponent, amb 1 mL de la
solucié amortidora que contenia p-nitrofenilfosfat (en mM: 500 TrisHCI, 0.3 ZnCl,, 10
MgCl,, 0.5 p-nitrofenilfosfat; pH 9.4) durant 15 min. La fosfatasa alcalina transforma el
p-nitrofenilfosfat en p-nitrofenol, el qual es converteix en quinona per hiperalcalinitzacio
del medi. Per aturar la reaccio es van afegir 0.5 mL de NaOH 0.5 N a cadascuna de
les mostres i es llegi 'absorbancia (420 nm). Com a recta patré s’utilitza p-nitrofenol
(de 0 a 90 pM; r’= 0.9989), i I'activitat de I'enzim als homogeneitzats i les vesicules es
va calcular interpolant els valors d’absorbancia obtinguts amb els valors de

concentracié coneguda de la recta patré.

Na'/ K" - ATPasa (EC 3.6.1.3)

La Na'/K’-ATPasa es localitza a la membrana baso-lateral de I'enterocit i t¢ com a
funcié el reestabliment del gradient transmembrana de sodi, essent dependent d’ATP
(Scalera et al., 1980). Per determinar aquesta activitat s’'usa una adaptacioé del métode
descrit per Colas i Maroux (1980), que es basa en lactivitat p-nitrofenilfosfatasa
dependent de K* que presenten totes les ATPases, i en la inhibicid especifica de
I'ouabaina sobre la Na*/K* ATPasa descrita per Stirling (1972).

Per determinar aquesta activitat, es van prendre dues aliquotes de 50 yL de cada
mostra, préviament diluida. Una s’incuba amb 0.5 mL de la solucioé substrat (en mM:
50 Tris, 10 MgS0O,47H,0, 5 EDTA, 90 KCI; pH 7.6) i l'altra amb 0.5 mL de solucio
substrat amb ouabaina (0.7 mM). Seguidament, s’afegiren 0.5 mL de p-nitrofenilfosfat
12 mM i, passats 30 min, la reaccié s’atura afegit 0.3 mL d’acid tricloraceétic al 20%.
Després de centrifugar els tubs (130009, 5 min, 4°C. Jouan CR 4 11) els sobrenedants
es van recuperar, se’ls afegiren 2 mL de Tris 1M i es llegi I'absorbancia a 420 nm. La
diferéncia entre les lectures corresponents a una mostra incubada sense i amb
ouabaina permet coneéixer la quantitat de fosfat alliberat per accio de la Na™/K" -

ATPasa. Com a estandard s'utilitza p-nitrofenifosfat (de 0 a 1 mM; r?=0.9941).

Citrat Sintasa (EC 2.3.3.1)
La citrat sintasa és un enzim mitocondrial que catalitza la primera reacci6 del cicle de
Krebbs (Voet i Voet, 1995), i que té com a funcié la conversié d’oxalacetat a citrat en

preséncia d’acetil coenzim A al medi. Per determinar aquesta activitat s’utilitza una
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modificacié del métode descrit per Srere (1969). Breument, es van addicionar 100 pL
de mostra diluida a 800 pL de tampd (concentracié final en mM: 75 TrisHCI, 1.5 MgCl,,
0.2 AcetilCoA, 1 DTNB; pH=8) per quantificar I'activitat deacilasa no especifica i
establir el blanc de cada mostra. Seguidament, s’afegeiren 100 uL d’oxalacetat 5 mM i
es determina 'augment d’absorbancia a 412 nm. La comparacidé de l'activitat citrat
sintasa d’homogeneitzats i vesicules d’'un mateix aillament, permet determinar si hi ha
un empobriment en aquest enzim i descartar la possible contaminacid de les

suspensions vesiculars amb restes mitocondrials.

Orientacio de les vesicules

S’estudia mitjangant una modificacié del métode de Del Castillo i Robinson (1982): les
vesicules s’incubaren en preséncia i abséncia d’'una solucié 2 mM de deoxicolat sodic i
15 mM d’EDTA. En aquest medi, la membrana es fragmenta i per tant les vesicules es
trenquen. Es mesura seguidament I'activitat sacarasa total de la suspensié afegint a la
preparacié sacarosa 100 pM. S’usa el Kit comercial Glucofix (Ref. 34232; Menarini
Diagnostics) per determinar la quantitat de glucosa alliberada en les mostres diluides.
Breument, mitjangcant dues reaccions succesives, s’obté una complexe colorejat que
presenta maxima absorbancia a 505 nm. El valor d’extincié a aquesta longitud d’ona
és directament proporcional a la concentracié de glucosa de la mostra i, per tant,
indicador de I'activitat sacarasa a la membrana apical de les vesicules. Un nivell més
alt d’activitat sacarasa en VMAs fragmentades versus les no fragmentades, és
indicador de la preséncia de VMAs orientades inside-out en les quals el complexe
sacarasa-isomaltasa, aixi com els transportadors de nutrients, han quedat retinguts a
linterior vesicular. En aquest cas, cal descartar les VMAs obtingudes, ja que
s’infravalora la capacitat de transport de la suspensio vesicular. Es verifica que les
VMAs obtingudes presentessin majoritariament la orientacié outside-out (99.42 +
0.95% en les orades i 98.96 + 0.86% en les truites; n=12).

3.4.3.3. Captacio de nutrients en VMASs obtingudes dels diferents segments intestinals

S’estudia la captacié de 6 aminoacids, que s’escolliren en base a dos criteris: la seva
essencialitat, i el sistema de transport usat per I'enterdcit en la seva absorcié. Com a
aminoacids essencials es van escollir la L-leucina, la L-lisina i la L-fenilalanina, i com a
no essencials la L-alanina, l'acid L-glutamic i la L-prolina. Els transportadors de
membrana apical implicats en l'absorcié d’aquests aminoacids es resumeixen a la

taula 6.

50



Es quantificaren també els influxes de D-glucosa i acid linoléic. El sacarid és absorbit
pels enterdcits a través del transportador SGLT1 (Taula 6). L’acid linoléic es capta per
difusié (Guillaume i Choubert, 2002) i s’utilitza com a index de I'absorcié de lipids en
peixos alimentats amb dietes que contenien olis d’origen vegetal, rics en aquest acid

gras.

L’estudi conjunt dels influxes d’aquests nutrients permet fer una aproximacié global a
les modificacions en la capacitat de transport d’'un ampli espectre de mecanismes
d’absorcié de I'enterdcit degudes a canvis en la composicié de la dieta, el fred o

I'exercici.

Taula 6. Sistemes de transport usats per a la captacié dels aminoacids estudiats.

Nutrient L-leucina L-lisina L-fenilalanina  L-alanina  L-glutamat L-prolina D-glucosa

Transportador B B+, b0+ B, PHE B-amino, B B; Xac- B; IMINO SGLT1

Font: Ahearn i Storelli, 1994.

Per determinar l'influx de diferents nutrients a les VMAs, es va utilitzar una modificacio
de la técnica de Garriga et al. (1999). Es treballa en la zona lineal de captacié (Annex
3 al materials i métodes, pag. 61) i a baixes concentracions de substrat per minimitzar

els fenomens de difusio.

Determinacio6 de la zona lineal de captacié de cada nutrient en vesicules de membrana
apical obtingudes de cecs pilorics, intesti proximal i intesti distal

Es van incubar 10 pyL de suspensio vesicular amb 40 uL del medi d’incubacié que
contenia el nutrient a estudiar (Taula 7) durant diferents temps (de 0 a 10 s). La
reaccio es va parar addicionant 1 mL de solucié d’aturada a 4°C (Taula 7). 990 L de
la suspensio resultant es van filtrar rapidament sota pressié negativa a través de filtres
de nitrat de cel-lulosa de 0.22 ym (Millipore, Bedford MA) préviament humitejats en
solucioé d’aturada. El filtre es va netejar amb 10 mL de la mateixa solucio per tal de
rentar les vesicules i eliminar la radioactivitat no absorbida; seguidament es dissolgué
en liquid de centelleig Filtron-X i la mostra es va comptar en un comptador de
centelleig (Packard TRI-CARB 2100TR). Les determinacions es van realitzar a 20°C.
L’annex 3 d’aquest apartat (pag. 61) presenta els seguiments dels influxes entre 0i 10
s obtinguts per als diferents nutrients en les dues espécies estudiades, observant-se
que en tots els casos 5 s esta dins de la zona de linealitat. S’escolli aquest temps per a

la determinacié de la captacié de nutrients.
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Determinacié de la captacio de nutrients de les VMAs obtingudes a partir dels diferents
segments intestinals

Es van realitzar aliquotes de 10 yL d’'una mateixa suspensié vesicular, i cadascuna
d’elles es va fer reaccionar durant 5 s amb 40 pyL de medi d’incubacié que contenia un
dels nutrients a estudiar: L-leucina, L-lisina, L-fenilalanina, L-alanina, L-glutamic, L-
prolina o D-glucosa (Taula 7). Passat el temps d’incubacio, la captacié es va parar
usant 1 mL de solucié d’aturada i seguidament es filtra i compta seguint el protocol
descrit en el punt anterior.

Degut al caracter hidrofob del linoléic, aquest s’afegi al medi d’'incubacié acomplexat
amb albtimina (segons Tocher et al., 2002). Una aliquota d’acid gras (0.75 pCi de ™C)
s’incuba 10 min amb una solucié 0.428 mmols KOH-uCi”'. Seguidament s’incuba 45
min més amb el medi d’'incubacié que contenia albumina lliure d’acids grassos 600
ug-uCi'. S’aliquotaren 40 pL per a cada réplica i es segui el protocol préviament

descrit.

Taula 7. Composici6 final (mM) dels medis d'incubacié i aturada usats en les proves de captacié de nutrients en
VMAs obtingudes dels diferents segments intestinals d’orada i de truita.

Soluci6 d’incubacié Na* orada truita
NaSCN 250 250
Manitol 100 70
HEPES 40 40
MgSO, 7H20 0.1 0.1
LiN3 8.16 8.16
Nutrient fred* 0.15 0.15
Nutrient marcat 0.01 0.01
Osmolaritat 320; pH 7.4 Osmolaritat 305; pH 7.4
Solucié d’aturada orada truita
Manitol 300 285
HEPES 20 20
MgSO,7H.0 0.1 0.1
LiN3 4,08 4.08
Osmolaritat 320; pH 7.4 Osmolaritat 305; pH 7.4

* en tots els casos s'utilitzaren nutrients marcats amb °H, a excepci6 del linoléic,que estava marcat amb "C.

Quantificacio de proteines de les fraccions vesiculars
La concentracio proteica de les diferents fraccions es va determinar seguint el métode
descrit per Bradford (1976), utilitzant el reactiu BIORADR. El reactiu conté un colorant,

blau brillant de coomassie R-250, que es combina en el medi acid amb les proteines
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donant lloc a un complex colorajat blau. Aquest complex es forma rapidament i es
manté en dissolucié durant una hora. Per determinar la concentracioé proteica es van
incubar 50 pL de mostra diluida amb 50 uL d’acid formic i 1.5 mL del reactiu BIORADR
diluit (1:5). La barreja es deixa 15 minuts en repds i seguidament es llegiren les
absobancies (595 nm). Per a la recta patrd s’utilitza albumina bovina (de 75 a 500
ug-mL"; r’=0.9964).

Determinacio del volum vesicular utilitzant L-alanina

Es va mesurar la quantitat de L-alanina® retinguda a I'interior de les VMAs en assolir-se
I'equilibri (veure Annex 4 al materials i métodes, pag. 65). Una aliquota de 10 L de la
suspensio vesicular s'incuba amb 40 yL del medi corresponent que contenia 0.151 mM
de L-alanina (essent el 0.01 mM L-alanina tritiada). La mescla es conserva en gel, i
passats 90 min la reacci6 es va parar i comptar seguint el protocol descrit

anteriorment.

3.5. Andlisi estadistic dels resultats

Per a establir si existien diferéncies significatives (p<0.05) entre dos parametres s’usa
un test T-Student. Les diferéncies entre més de dos grups es van determinar
mitjangant I'analisi de varianga (ANOVA) d’'un factor i aplicant el test de Tuckey. El
software utilitzat fou I'SPSS 12.0 (SPSS Inc., EUA).

5 S'utilitza L-alanina com a model.
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Annex 1. Taula resum dels materials i metodes. Les técniques assenyalades amb un asterisc han estat adaptades.

Fragment intestinal ~ Preparacio i conservacio Processat Analitiques
Histologia Intesti proximal (0.5 cm)  Formol tamponat (4%) Inclusié en parafina; talls (1 um) Observacié al microscopi optic
Tincio hematoxilina-eosina Analisi d'imatges

(AnalySiS; Soft Imaging System)

Enzims digestius Intesti proximal (0.5 cm)  Congelacié en nitrogen liquid Homogeneitzacié (50mgmL-'; TrisHCI 7.5)  Activitat proteolitica total
(Walter, 1984)

Activitats proteasa alcalina especifiques
(Garcia-Carrefio et al., 1993; Moyano et al.
1996)

Activitat a-amilasa
(Dold et al., 1995)*

Quantificacié de proteines en 'homogeneitzat
(Lowry, 1951)

Conservaci6 a -80°C Centrifugacio

Conservacio sobrenedant (-20°C)

Transport de nutrients ~ Cecs pilorics (C) Rentat en PMSF (0.1 M) Obtencio de VMAs Validacions del procés de vesiculacio
Intesti proximal (P) Congelacio en nitrogen liquid (Sala-Rabanal et al., 2004)° Fosfatasa alcalina
(Weiser, 1973)
Intesti distal (D) Conservacio6 a -80°C Na*/K* ATPasa
(Colas i Maroux, 1980)*
Citrat sintasa

(Srere, 1969)*
Orientacio vesicular
(Del Castillo i Robinson, 1982)
Transport de nutrients (aminoacids; glucosa; ac.
linolenic)
(Garriga et al., 1999)*

Quantificacié de proteines de la suspensié vesicular
(Bradford, 1976)
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Annex 2. Validacio del procés d’obtencié de VMASs.

Es quantifica en 'homogeneitzat inicial i la fraccidé vesicular final I'activitat d’enzims
reconeguts com a marcadors de diferents components i organuls cel-lulars. Aixi, es
mesura l'activitat fosfatasa alcalina com a marcador de membrana apical (Berner et al.,
1976), I'activitat Na* - K* ATPasa com a indicador de la membrana basolateral (Berner
et al., 1976), i la citrat sintasa com a enzim marcador de la membrana mitocondrial
(Voet i Voet, 1995).

La taula 8 mostra que les suspensions vesiculars emprades en els diferents blocs
experimentals presentaren un enriquiment enfront de I’homogeneizat inicial en
I'activitat fosfatasa alcalina, aixi com un empobriment de les activitats Na* /K" - ATPasa
i citrat sintasa, indicant que les VMAs obtingudes en les diferents experiéncies eren

adequades per a les mesures de la capacitat d’absorcié de nutrients.
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Taula 8. Activitat especifica a 'lhomogeneitzat i les vesicules i factor d’enriquiment dels enzims marcadors del procés de vesiculacié en cecs pilorics, intesti proximal i intesti distal de les

orades i les truites usades en els experiments de substituci6 (a) i de preparaci6 a I'hivern (b).

L’enriquiment és la relacié entre I'activitat especifica mesurada a les vesicules i a ’lhomogeneitzat inicial. Els resultats s’expressen com la mitiana + S.E.M d’almenys 4 determinacions

a Marcador enzimatic Truita Orada
Activitat especifica Enriquiment Activitat especifica Enriquiment
Homogeneitzat VMAs Homogeneitzat VMAs
Fosfatasa alcalina Cecs  4.77+0.70 20.57+ 2.1 456+098  276+094  1439+096' 521+ 0451
(umols g prot! - min-) . Proximal ~ 271+0.27 1758+3.19  656+1.36  2.54+0.20 8.62+1992  3.39+0.192
| Distal 413 +0.79 2540+227  625+096  1.12+0.04 576+1512 515+ 0.46
Na*/K*ATPasa Cecs  0.11 +£0.012 0.07+0.01 064 £001" 0.14 £0.03 0.06 £0.02  0.42 +0.023
(pmols -ug prot' - ) |. Proximal ~ 0.28 +0.02 0.09+0.01  0.32+0.022  0.15 £0.02 0.10 £0.02  0.66 +0.022
. Distal  0.23+0.03 1 0.09 +0.03  0.39 £0.022  0.20 +0.01 0.16 £0.02  0.80 +£0.01"
Citrat Sintasa Cecs 0.12+0.012 0.01+0.0 0.09+0.05  0.26+0.07 0.01+0.0 0.03+0.012
(umols -ug prot ‘min-) . Proximal ~ 0.32+0.10 1 0.05+0.02 0.14+0.04  0.21+0.09 0.04 +0.02 0.12+0.04 1
. Distal 027 +0.03 0.03+0.0 0.12+0.01 0.19+0.05 0.02+0.01 0.09+0.03 1
b Marcador enzimatic CREIXEMENT FRED
Activitat especifica Enriquiment Activitat especifica Enriquiment
Homogeneitzat VMAs Homogeneitzat VMAs
Fosfatasa alcalina Cecs 4.35+0.53 2558 +2.351 5.95+0.36 393+0111  3698+1.711 9.40+0.31
(umols -ug prot) |. Proximal 8.32+2.80 1508+ 1492 655+280 270+0462 1164+2062  4.76+1.012
|. Distal 2.68 +0.42 1355+1772 7.36+234 265+0202 2124+4362 7.89+1.1412
Na*/K*-ATPasa Cecs 0.30 + 0.01 012+0.03  004+002 024+001'  0.06+0.02 0.25+0.16 1
(pmols g prot! - ) |. Proximal 0.28 +0.03 0.11+0.01 0.04+0.01  0.36+0.051 0.04 +0.02 0.11+0.052
|. Distal 0.21+0.01 014+0.02  002+001 011+0032  0.04+0.02 0.35+0.03 1
Citrat Sintasa Cecs 0.31+ 0.11 0.02+0.0 0.09+0.02  0.20+0.01 0.04 +0.01 0.18+0.03
(umols g prot ‘min-1) I. Proximal 0.71+ 0.52 0.16 +0.01 0.16+0.03  0.18+0.02 0.03+0.0 0.15+0.02
|. Distal 0.18 +0.03 0.01+0.0 0.11+0.02  0.13+0.01 0.02+0.0 0.18 +0.02

independents. Les diferéncies significatives (p<0.05) entre els diferents segments intestinals es mostren amb nimeros. I=intesti.
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Annex 3. Determinaci6 de la zona de linealitat de captacié de nutrients en VMASs

dels diferents segments intestinals d’orada i truita.

Les figures 12 i 13 mostren els seguiments al llarg del temps (entre 0 i 10 s) dels
influxes dels nutrients estudiats a les VMAs d’orada i truita. Per als 3 tipus vesiculars
analitzats, la captacié dels nutrients estudiats fou lineal durant almenys els 7 primers
segons i, en alguns casos fins als 10 s.

Per uniformitzar les mesures dels influxes, es va escollir el temps 5 s. per a totes les
proves. S’opta per aquest temps ja que la zona de linealitat podia reduir-se si en
alguna experiéncia existia una regulacié a l'algca dels transportadors de nutrients en

resposta a la condicié experimental testada.
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Annex 4. Determinaci6 del volum vesicular

L'influx de substrats a les vesicules de membrana apical pot deure’s a la difusio
simple, la difusié facilitada i el transport actiu (Storelli et al., 1986). En el primer cas,
'entrada de nutrient depén unicament del gradient de concentracié entre I'interior i
I'exterior vesicular (Fig. 14). En els altres dos casos la captacio del nutrient depén de la
preséncia de proteines transportadores inmerses en la bicapa lipidica, les quals poden
ser independents o dependents de la preséncia de i6 sodi al medi (Storelli et al.,
1986). L'influx de nutrient és inicialment lineal, perd en pocs segons o minuts la
concentracié intravesicular pot arribar a excedir la concentracio extravesicular degut a
la captacio activa del substrat. A temps llargs, els fluxes entre l'interior i I'exterior de la
vesicula s’equilibren, fet que comporta que les concentracions de substrat intra i

extravesicular s’igualin (Fig. 14).

600 | /’/’
ET 500 )/ g e __
P =E — \\§'--
W@ 400 T ——
@ o =0 _
Es =0
2753 300 Figura 14. Model de la captacio de nutrients
= E en VMAs d'enterdcit per transport actiu
3 » 200 o dependent de sodi (cercles negres), transport
[T - actiu independent de sodi (cercles blancs) i
= £ - o . B
=g - difusié (cercles gris). A lequilibri la
100 Vo - concentracié intravesicular de nutrient en
o~ presencia i abséncia de sodi s'igualen.
0 - / L
L) L) L) L) L) , I L)
0 1 2 3 4 5 0
Temps (min)

Es van realitzar mesures de la captacié de L-alanina® (151 mM) al llarg del temps en
VMAs obtingudes a partir de cecs pilorics, intesti proximal i intesti distal en preséncia i

abséncia de sodi’ (Fig.15). En les VMAs de les orades i les truites, per a tots els casos

6 S'utilitza L-alanina com a model, encara que qualsevol dels substrats estudiats permetia determinar
I'assoliment de I'equilibri i calcular el volum de les suspensions vesiculars en funci6 de la proteina.

7 El transport independent de sodi s'estudia substituint-lo als medis per una quantitat equivalent de ié
potassi.
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estudiats, I'equilibri estava assolit als 90 min®, ja que la quantitat de L-alanina atrapada
a les vesicules en aquest moment (pmols'mg™ prot) fou equivalent en preséncia i
abséncia de sodi al medi i, per tant, igual a la utilitzada en la prova (151 uM).
Considerant aquests factors, es pot calcular el volum vesicular en funcié de la proteina
de la suspensié i normalitzar els influxes de nutrients per unitat de concentracio

intravesicular.

8 Per a estudiar la captaci6 als 90 min, la incubaci6 es mantingué en gel per evitar que les VMAs es
deterioressin.
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Figura 15. Seguiment al llarg del temps de la captaci¢ de L-alanina a vesicules d’orada (grafiques superiors) i truita (grafiques inferiors) en vesicules de membrana apical obtingudes a
partir de cecs pilorics, intesti proximal i intesti distal en preséncia de sodi (cercles negres) i abséncia de sodi (cercles blancs) al medi extravesicular. La incubacié de 90 min es va
mantenir en fred per evitar que les VMAs obtingudes es deterioressin. Per a I'estudi del transport independent de sodi, aquest ié es substitui als medis per una quantitat equivalent de id

potassi.
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Modulaci6 dels Processos Digestius en Resposta a la Composicié de la Dieta en Orada i Truita Irisada

4. BLOCS EXPERIMENTALS
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4.1. Dietes de substitucio

€ Substitucié en la dieta d’orada i truita de la farina de peix per
ingredients vegetals (Projecte PEPPA Q5RS-2000-30068)

o 1° experiment: Dietes amb baixos o moderats percentatges de

substitucio.

o 2°" experiment: Dietes amb alts percentatges de substitucié. El

reemplacament total de la farina de peix per farines vegetals.

4 Doble substitucié: Inclusié en la dieta d’orada de proteina i lipids
d’origen vegetal (Projecte 56544851SR68007)

4.2. Dietes de preparacio a I’hivern per orada

® Efecte dela guantitat de lipids de la dieta. Efecte de I'exercici moderat
(Projecte CIRIT 036043)
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4.1. DIETES DE SUBSTITUCIO

En els darrers anys I'aquicultura ha adquirit gran importancia arreu del mén degut a la
creixent demanda de peixos per abastar els mercats i a I'estabilitzacié de les captures
(FAO, 2004). A Europa, la major part dels peixos cultivats sén espécies carnivores, i
per aixo s’han usat tradicionalment la farina i I'oli de peix com a fonts de proteina i
lipids de la dieta, aconseguint-se bones taxes de creixement. Perd l'increment de
I'aquicultura ha comportat un augment de la demanda d’aquests ingredients, que s’han
convertit en limitants per la seva menor disponibilitat i I'elevat cost (FAO, 2004). Per
aquest motiu, per millorar el rendiment de les explotacions es treballa en la formulacio
de pinsos que, amb baixos costos, permetin un creixement optim dels animals i

assegurin alhora una bona qualitat del producte (Rus et al., 1999).

En aquest sentit, s’estudia actualment substituir la farina de peix per farines vegetals,
abundants i més econdmiques, ja sigui en diferents proporcions o de manera total
(Dabrowsky i Kozack, 1979; Gomes et al., 1993; Oliva-Teles et al.,1994; Robaina et
al., 1995; Burel et al., 1998; Kissil et al., 2000; Olvera-Novoa et al., 2002; Muzinic et al,
2004, entre altres) per tal de permetre la sostenibilitat del sector. De fet, les dietes
comercials contenen ja percentatges baixos o mitjans d’'ingredients vegetals com a font
de proteina, perd son necessaris més estudis per aconseguir dietes que permitin cobrir
les necessitats aminoacidiques requerides per cadascuna de les espécies cultivades,
minimitzant alhora els efectes negatius dels factors antinutricionals (ANFs) presents en
els ingredients d’origen vegetal (Francis et al, 2001; Guillaume i Métallier, 2002), els
quals interfereixen en la utilitzacié de l'aliment i poden afectar la salut dels animals
(Makkar, 1993). A nivell digestiu, per exemple, s’ha descrit que els ANFs poden alterar
la histologia intestinal (Hendriks et al., 1990; Baeverfjord i Krogdahl, 1996; Krogdahl,
2003), inhibir l'alliberacié de proteases pancreatiques (Dabrowsky et al., 1989) o
acomplexar enzims digestius (Moyano et al., 1999) o minerals (Teskeredzic et al.,
1995; Sugiura et al., 1999). Aquestes alteracions poden modificar els processos
d’absorcié intestinal i perjudicar la digestibilitat de les dietes, disminuint, en ultima

instancia, el creixement dels animals (Sanz et al., 1994; Olvera-Novoa et al., 2002).

D’altra banda, s’estima que I'any 2010, la demanda d’oli de peix per aquicultura sera

d’aproximadament el 90% de la produccio total (Barlow, 2000), i €s necessari buscar
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alternatives a aquest ingredient per assegurar la sostenibilitat de la industria piscicola
(Naylor et al. 2000). Actualment, la unica font sostenible per reemplagar-lo sén els olis
vegetals, la produccio dels quals és 100 vegades superior a la produccié del limitant oli
de peix (Bimbo, 1990). Els acids grassos poliinsaturats (PUFA) linoleic i linolénic no
poden sintetitzar-se de novo en els animals (Holman, 1986). En els peixos, els Cys
PUFA no tenen pero funcions essencials, sind que la seva essencialitat radica en la
seva conversio als acids grassos de cadena llarga n-3 HUFA: EPA, DHA i AA (Sargent
et al., 1995). En peixos d’aigua dolca, el linoleic i/o el linolénic poden satisfer la
demanda d’AGEs (Sargent et al., 2002), mentre que els peixos marins necessiten els
n-3 HUFAs en la dieta per un creixement optim, ja que no s’ha establert en les
espécies marines estudiades una taxa significativa de conversié dels PUFAs (Sargent
et al., 2002; Mourente et al., 2005a,b). Perd els olis d’origen vegetal, malgrat ser rics
en els C4g PUFA, no contenen els n-3 HUFAs, abundants en l'oli de peix. Aixi, per a
utilitzar els olis vegetals en dietes d’aquicultura, s’estan avaluant els seus efectes
sobre el creixement (Dosanjh et al., 1998; Thomassen i Rosjo, 1989; Glencross et al.,
2003; Fonseca-Madrigal et al., 2005), la histologia hepatica i intestinal (Olsen et al.,
1999; 2000; Caballero et al., 1995; 2002; 2004) o sobre la composicié i deposicié de
grasses (Bell et al., 2001; 2003; Caballero et al., 2002; Glencross et al., 2003) que, en
ultima instancia, poden afectar la qualitat del producte (Arzel et al., 1994; Sinclair i
Anderson, 1994; Kaushik 1997).

L’objectiu d’aquest bloc és estudiar els efectes a nivell intestinal de dietes en qué s’ha
substituit la farina de peix per fonts vegetals en dues espécies d’interés en aquicultura:
'orada i la truita irisada. | seguidament testar I'efecte sobre la digestié i la capacitat

d’absorcié de la substitucié doble en dietes per a I'orada.
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4.1.1. DIETES AMB BAIXOS | MODERATS
PERCENTATGES DE SUBSTITUCIO DE LA FARINA DE PEIX
PER INGREDIENTS VEGETALS

ORADA

DISSENY EXPERIMENTAL
Animals

Orades (Sparus aurata) provinents d'una piscifactoria comercial (Tina Menor,
Santander, Espanya) es van aclimatar a les instal-lacions de I'Institut d’Aquicultura de
Torre de la Sal (C.S.I.C., Castelld, Espanya) durant 20 dies.

Dietes

A I'LLN.R.A. (St-Pée-sur-Nievelle, Franga) es van formular dues dietes experimentals
per a aquesta espécie: PV20 i PV33. La taula 9 en mostra la composicio. En la dieta
PV20 un 20.5% de la proteina era d’origen vegetal; en la dieta PV33 el 33% de la
proteina provenia de fonts vegetals. Les dues dietes eren isoproteiques, isolipidiques i

isoenergétiques.

La composicié aminoacidica de PV20 i PV33 reflexava la del muscul de I'orada, que
sembla ser la més adequada per un optim creixement dels animals (Jobling et al.,
2001). Per ajustar les dietes a aquesta composicid, minimitzant alhora la necessitat de
suplementacié amb aminoacids lliures, es van barrejar diferents farines (extrusionat de
pésol i concentrat de proteina de soja en PV20; extrusionat de blat i concentrat de
proteina de soja en PV33). La mescla de matéries primeres, al mateix temps,
disminuia el risc de que la dieta contingués un excés en un determinat tipus de factor
antinutricional.

En la dieta PV33, a més, s’addiciona acid glutamic lliure per tal d’incrementar el balang
entre aminoacids no essencials (NEAA) i aminoacids essencials (EAA), aconseguint-
se una relacid entre NEAA/EAA de la dieta PV33 versus la PV20 de 1.10, sense

modificar, pero, la quantitat total d’aminoacids essencials.
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Taula 9. Composicié aproximada (a), ingredients utilitzats (b) i percentatge de cadascuna de les fonts de proteina (c)
de les dietes experimentals d’orada.

a Composicio Aproximada PV20 PV33
Matéria seca (MS, %) 921 93.7
Proteines (% MS) 52.7 53.0
Lipids (% MS) 15.7 16.4
Energia Bruta (MJ/Kg) 22.5 22.5
b Ingredients (g/kg) PV20 PV33
Farina de peix (CP70%) 499.98 478.06
CPSP G 50 0
Farines i Gluten de blat (Amylium) 0 0
extrusionats Extrusionat de blat 0 56.08
Extrusionat de pesol (Aquatex) 199.15 0
Soja (CP 42%) 121.89 300
Grasses Oli de peix 83.61 94.51
Lligand 10 10
Vitamines i lligands Mix Mineral? 10 10
Mix de Vitamines? 10 10
CaHPO, 2H,0 0 0
L-Histidina 2.04 2
L-Lisina 3.14 4.85
L-Meteonina 0.95 1.18
Suplementacio  |-Treonina 0.60 1.54
(aa lliures) L-Isoleucina 5.57 4.58
L-Valina 3.07 2.61
L-Glutamic 0 24.58
NEAA/EAA 0.88 0.97

NEAA/EAA PV33 / NEAA/EAA PV20 = 1.10
Concentrat de proteina soluble de peix; 2D’acord amb el National Research Council (1993).

c Aport proteic individual (%) PV20 PV33
Farina de peix (CP70%) 72.0 67.28
CPSP G 747 0
Farines i Gluten de blat (Amylium) 0 0
extrusionats Extrusionat de blat 0 1.64
Extrusionat de pésol (Aquatex) 9.73 0
Soja (CP 42%) 10.78 31.5

Aproximacions realitzades segons les dades aportades per [.N.R.A. (2002).

Experiéncia de creixement amb les dietes experimentals

540 orades ja aclimatades (14.7 = 0.1 g) es van distribuir aleatoriament en 6 tancs
experimentals de fibra de vidre de 0.5 m® (Fig. 16). Durant 12 setmanes (del 27 d’abril
al 20 de juliol de 2001) els peixos es van mantenir en un sistema d’aigua marina
interior, sota fotoperiode natural i una temperatura també natural que va oscil-lar entre

17 i 25 °C. Els animals van alimentar-se amb la dieta experimental corresponent (PV20
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Modulacié dels Processos Digestius en Resposta a la Composicié de la Dieta en Orada i Truita Irisada

o PV33), de manera manual, dues vegades al dia fins a la sacietat. Els resultats de
biomassa reportats després de 12 setmanes de creixement es resumeixen a la taula
10.

Figura Instal lacions de  [I'Institut
quwcuItura de Torre la Sal - C.S.I.C.
(Castello, Espanya)

"

Taula 10. Pesos finals assolits i index de creixement especific (SGR) de les orades alimentades amb les dietes
experimentals.

Orada
Pes final (g) SGR (% dia)
PV20 749 +0.67 1.98 +£0.0
PV33 709 +1.37 1.91+0.0

Presa de mostres

Els valors es presenten com la mitjana + S.E.M dels grups
triplicats per a cadascuna de les dietes. No es van detectar
diferencies significatives (p<0.05) entre els parametres
estudiats. PV20 i PV33 contenen un 20.5 i un 33% de fonts
proteiques dorigen vegetal, respectivament. SGR segons
Dabrowski et al., 1985. SGR (% dia) = 100 * (In Wt — In Wo)/ t.
Wi Wo representen el pes final i el pes inicial; t és el periode de
creixement en dies. Dades Projecte PEPPA Q5RS-2000-30068.

Es va continuar alimentant els animals fins 6 dies després de finalitzar el periode de
creixement. En aquest moment es realitza una experiéncia postprandial: animals
sotmesos a un dejuni previ de 24 hores, es van anestesiar lleugerament amb MS-222
(0.1 g'L") i sels forgd a ingerir, mitjangcant una canula gastrica, una racio
corresponent a I'1% del seu pes corporal (Fig. 17). Després de la ingesta, els animals
es van recuperar rapidament en caixes de plastic (Fig. 18), i seguidament es van

transferir a tancs conics de 0.2 m® fins a la presa de mostres.
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Figura 17. Canules gastriques amb la racié de pinso a administrar (a) i alimentacié d’una orada (b). L’extrusionat es
va lrpoldre i barrejar amb aigua provinent dels tancs en una proporcié 1:2 per poder administrar correctament la
racio.

A diferents temps postingesta (1, 3, 6, 12 i 24 hores), 10 animals per condici6 es van
anestesiar novament, van sacrificar-se per desmedullaci6 i es van pesar.
Seguidament va aillar-se I'aparell digestiu i va mesurar-se’n la longitud® i la dispersio
del contingut intestinal. El fragment més proximal de I'intesti es va congelar rapidament
en nitrogen liquid per a la valoracié de lactivitat proteolitica total. A les 6 hores
postingesta, la resta d’intesti proximal i tot I'intesti distal es van rentar en sali isosmotic
que contenia PMSF i es van congelar rapidament en nitrogen liquid. Posteriorment es
van conservar a —80°C. A les 24 hores, un segon fragment proximal es va fixar en

formol per a I'estudi de la histologia intestinal.

Figura 18. Tancs de recuperacido de [IInstitut
d’Aquicultura de Torre la Sal a Castello.

La longitud de l'intesti es va mesurar excloent els cecs pildrics
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Analitiques

Tipus d’analisi Temps (h) Métode utilitzat Referéncia Segment estudiat
(M&M)
Histologia 24 Tincié H-E 3441 Proximal
Activitat proteolitica total 1,3,6,12i24 Walter (1984) 3.4.2.1 Proximal
Fluxes de nutrients 6 VMAs (Sala-Rabanal et al., 2004) ~ 3.4.3.3 Proximal, Distal
RESULTATS

La taula 11 mostra els pesos finals assolits i els indexs de creixement especific de les
orades alimentades amb les dietes PV20 i PV33 utilitzades en [I'experiéncia
postprandial. Els animals PV33 van mostrar un creixement inferior als animals PV20,
amb una disminuci6 del 6.8% del pes final i un decrement del 4.4% de 'SGR. En els
valors de biomassa reportats en I'experiéncia de creixement (Taula 10), s’observa una
tendéncia a disminuir el pes i 'SGR de les orades alimentades amb la dieta PV33
versus les PV20, encara que les diferéncies entre els dos grups d’animals no foren

significatives.

Taula 11. Pesos finals i index de creixement especific (SGR) de les orades alimentades amb les dietes
experimentals utilitzades en I'experiéncia postingesta.

Els valors es presenten com la mitjana + S.E.M dels 50
animals mostrejats per a cadascuna de les dietes. Les
diferéncies (p<0.05) per a cada parametre s’assenyalen

, Orada — amb diferents lletres. PV20 i PV33 contenen un 20.5 i un

Pes final (g) SGR (% dia) 0 ) " .
20 33% de fonts proteiques d'origen vegetal, respectivament.
v 84.17 +1.87° 19040022 SGR segons Dabrowski et al., 1985. SGR (% dia") = 100 *
PV33 7844 +190° 1.82+£0.03° (In W; — In Wo)/ t. Wt i Ws representen el pes final i el pes

inicial; t és el periode de creixement en dies.

No es van trobar diferéncies significatives en la longitud intestinal relativa (LIR) entre

les orades PV20 i PV33 (Taula 12), encara que en aquestes ultimes la LIR fou un 7.5%

superior.

Taula 12. Longitud intestinal relativa (LIR) de les orades mostrejades en I'experiéncia postingesta.

LIR (mm -g animal)

PV20 2.13 £0.07

PV33 2.29 +0.09

Els valors es presenten com la mitjana + S.E.M dels 50 animals mostrejats per a cada
dieta. La longitud intestinal es va mesurar excloent els cecs pilorics, i es va referir al
pes de I'animal.
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La posicié i la dispersié del contingut intestinal a diferents moments postingesta permet
fer una aproximacié del temps que requeriexen les dietes per ser digerides i
absorbides. La figura 19 mostra I'evolucié postprandial d’aquest parametre. No
s’observaren canvis significatius en la posicié del bolus alimentari entre els animals

PV20 i PV33 en els moments postingesta estudiats.
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Figura 19. Seguiment postprandial de la dispersid del contingut intestinal en orades alimentades amb les dietes
experimentals. Les barres negres indiquen la preséncia d’aliment al tub digestiu, representat com a barres blanques.
Els valors es mostren com la mitjana + S.E.M. dels 10 animals mostrejats a cada temps.

S’estudia 'evolucié postprandial de I'activitat proteolitica total (APT) a l'intesti proximal
de les orades PV20 i PV33 (Fig. 20). En ambdéds grups, el valor maxim d’APT es va
registrar 1 h després de la ingesta, perd la magnitud del pic fou un 40.2% superior en
els peixos PV20 que en el grup PV33. Els perfils postingesta d’aquesta activitat van
diferir entre els dos grups: en les orades PV20 I'APT va decréixer a les 3 hores,
mantinguent-se entre les 3 i les 6 h, per caure a les 24 h postingesta; en els peixos
PV33 l'activitat proteasa va disminuir des d’1 fins a les 6 h postingesta, i va aparéixer
un repic a les 12 h postingesta (relacié 12h/6h = 1.92), suggerint en aquest cas la
preséncia d’aliment poc digerit a l'intesti. En els peixos PV33 l'activat basal s’assoli

també a les 24 h.
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Figura 20. Seguiment postprandial de I'activitat proteolitica total al primer segment de l'intesti proximal d’orades
alimentades amb les dietes experimentals: PV20 (cercles blancs) i PV33 (cercles grises). Els valors es presenten
com la mitiana + S.E.M de 10 determinacions. Les diferéncies significatives (p<0.05) entre les dietes es
representen amb diferents lletres; les diferéncies significatives entre els diferents temps postingesta es representen
amb diferents nimeros.

Es van obtenir vesicules de membrana apical (VMAs) d’enterdcits de l'intesti proximal i
lintesti distal de les orades PV20 i PV33. Les vesicules obtingudes presentaven un
enriquiment en fosfatasa alcalina (enzim marcador de la membrana apical) i un
empobriment en Na’/K*-ATPasa i citrat cintasa (enzims validats com a marcadors de
membrana basolateral i mitocondrial, respectivament). Aixi, les VMAs obtingudes eren
adequades per a l'estudi del transport de nutrients a través de la membrana apical
(veure Annex 2 al materials i métodes, pag. 59).

S’estudiaren els influxes de 3 aminoacids essencials (L-leucina, L-lisina i L-
fenilalanina), 3 aminoacids no essencials (L-alanina, L-glutamic i L-prolina) i de D-
glucosa a les VMAs. La captacioé es va mesurar després de 5 s d’incubacié (en la zona
lineal d’influx per a tots els casos estudiats; veure Annex 3 al materials i métodes, pag.
61). Els resultats s’expressaren en funcié de la proteina de la suspensié vesicular (Figs.
21a, 22a i 23a) i també es normalitzaren a unitats de concentracioé (Figs. 21b, 22b i
23b). S’opta per la doble representacié perque la relacié entre el volum vesicular en
funcié de la proteina i la quantitat de proteina de la suspensié es va modificar (Taula

13) entre les VMAs proximals i distals en les orades PV20, i també entre les vesicules
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obtingudes dels segments distals dels dos grups d’orades, denotant que tant el
segment intestinal analitzat com la dieta poden afectar el volum de les VMAs

obtingudes (veure Annex 4 al materials i métodes, pag. 65).

Taula 13. L-alanina retinguda a I'equilibri i volum vesicular en funcié de la proteina de les vesicules obtingudes a
partir dels segments proximal i distal de l'intesti d’orada.

PV20 PV33
Int. Proximal Int. Distal Int. Proximal Int. Distal
L-alanina intravesicular a I'equilibri
(pmols - ug prot) 5806+ 5.3 2 9425+ 56.621 615.2 + 66.8 716.7 £0.1°b
Volum (V) (uL -ug prot) 1.93+£0.01 2 314+ 0.19 at 2.05+0.22 2.39+0.18°

Els resultats es presenten com la mitjana + S.E.M de 3 determinacions per a cada condicio. Les diferéncies
significatives (p<0.05) entre dietes es representen amb diferents lletres; les diferéncies significatives entre segments
intestinals es representen amb diferents nimeros. Calculs realitzats segons la descripcié de I'annex 4 del M&M.
(pag. 65). Int; intesti.

Després de 12 setmanes de creixement amb les dietes experimentals, en ambdds
grups de peixos l'influx de nutrients fou superior a la zona distal de l'intesti. Pel que fa
a l'efecte de les dietes, els animals PV33 mostraren, en comparacié a les orades
PV20, una major captacié a lintesti proximal per als aminoacids (amb excepcié de
I'acid glutamic) i la D-glucosa. Els influxes de L-lisina i L-glutamic a la zona intestinal
distal foren també superiors en el grup de major substitucio, suggerint una regulacié a
I’'alca del nombre de transportadors per a aquests nutrients.

La normalitzacié dels resultats obtinguts a unitats de concentracié (Figs. 21b, 22b i
23b) no mostra variacions importants respecte els perfils d’influxes, mantinguent-se
per a tots els nutrients estudiats un patré similar a I'obtingut en expresar els resultats
en funcio de la quantitat de proteina.

Els fluxes d’aminoacids essencials i no essencials (Figs. 21a i 22a) foren de magnituds
similars, mentre que la captacié de la glucosa (Fig. 23a) va ser superior per als dos

grups d’orades
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Figura 21. Captaci6 d’aminoacids essencials en vesicules de membrana apical (VMAs) obtingudes d'intesti proximal
(P) i intesti distal (D) a les 6 hores postingesta d’orades alimentades amb les dietes experimentals (a). Normalitzacié
dels fluxes en funcié del volum vesicular als 5 s d'incubacio6 (b). PV20 (barres blanques) i PV33 (barres grises). Els
resultats es presenten com la mitjana + S.E.M de 4 determinacions. Les diferéncies significatives (p<0.05) entre
dietes es representen amb diferents lletres. Les diferéncies significatives entre segments intestinals es representen
amb diferents nimeros.
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Figura 22. Captaci6 d'aminoacids no essencials en vesicules de membrana apical (VMAs) obtingudes d'intesti
proximal (P) i intesti distal (D) a les 6 hores postingesta d'orades alimentades amb les dietes experimentals (a).
Normalitzacié dels fluxes en funcié del volum vesicular als 5 s d'incubacié (b). PV20 (barres blanques) i PV33
(barres grises). Els resultats es presenten com la mitjana + S.E.M de 4 determinacions. Les diferéncies significatives
(p<0.05) entre dietes es representen amb diferents lletres. Les diferéncies significatives entre segments intestinals
es representen amb diferents nimeros.
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Modulaci6 dels Processos Digestius en Resposta a la Composicié de la Dieta en Orada i Truita Irisada
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Figura 23. Captaci6 de D-glucosa en vesicules de membrana apical (VMAs) obtingudes d'intesti proximal (P) i intesti
distal (D) a les 6 hores postingesta d'orades alimentades amb les dietes experimentals (a). Normalitzacié dels fluxes
en funcié del volum vesicular als 5 s d'incubacio (b). PV20 (barres blanques) i PV33 (barres grises). Els resultats es
presenten com la mitjana = S.E.M de 4 determinacions. Les diferéncies significatives (p<0.05) entre dietes es
representen amb diferents lletres. Les diferéncies significatives entre segments intestinals es representen amb
diferents nimeros.

La figura 24 mostra talls transversals d’intesti proximal d’'orades PV20 i PV33. Es
poden veure de I'exterior cap a l'interior les capes serosa, muscular externa i mucosa,
que presenta unes vellositats poc definides. No s’observaren diferéncies significatives
en l'estructuracié de les diferents capes, longitud de les vellositats o el numero de

cél-lules mucoses entre els animals alimentats amb les dues dietes.

Figura 24, Talls  transversals
representatius de l'intesti proximal de les
orades alimentades amb les dietes
experimentals. a: PV20 H-E 4x; b: PV20
H-E 10x; c: PV33 H-E 4x; d: PV3 H-E
10x. S= serosa; ME= muscular externa;
Muc= mucosa; V= vellositats.
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TRUITA

DISSENY EXPERIMENTAL

Animals

Les truites (Oncorhynchus mykiss) usades en aquesta experiéncia provenien de la
piscifactoria experimental de [IInstitute National de la Recherche Agrobiologique

(I.LN.R.A., Donzacq, Franca).

Dietes

Les dietes testades en truita irisada (Taula 14) van formular-se a I'Institute National de
la Recherche Agrobiologique (St. Pée-sur-Nivell, Franga). En la dieta PV35, un 34.5%
de proteina era d’'origen vegetal (gluten de blat, extrusionats de blat i de peésol, i
concentrat de soja); en la dieta PV47, la quantitat de font proteica vegetal s’incrementa
fins a un 47% (s’utilitzaren en aquest cas extrusionats de blat i de pésol, i concentrat
de soja). Ambdues dietes eren isoproteiques, isolipidiques i isoenergétiques.

En PV35 i PV47 s'utilitza, igual que en les dietes d’orada, una barreja d’ingredients
vegetals per tal de reflexar la composicidé aminoacidica del muscul de l'espécie,
minimitzar la necessitat de suplementaci6 amb aminoacids lliures i disminuir els
efectes dels factors antinutricionals presents en les farines emprades. En la dieta PV47
s’addiciona acid glutamic lliure per tal d’incrementar la quantitat d’aminoacids no
essencials, essent la relacié entre aminoacids no essencials (NEAA) i aminoacids
essencials (EAA) entre les dietes PV47 i PV35 de 1.47. En ambdues dietes, pero, el

requeriment d’aminoacids essencials es va cobrir.

Experiéncia de creixement amb les dietes experimentals

Es porta a terme a l'estacié experimental de Donzacq (Fig. 25), sota fotoperiode
natural i aigua d'un sortidor també natural a una temperatura de 17 + 1°C. Sis grups
de 75 animals (pes inicial 14.10 = 0.03 g) es van distribuir de manera aleatoria en
tancs circulars de fibra de vidre d’1m® de capacitat. Cada grup es va alimentar durant
12 setmanes (del 26 de marg¢ al 15 de juny de 2001) amb una de les dues dietes
experimentals dues vegades al dia, de manera manual, fins a la sacietat. Els resultats
de biomassa obtinguts després del periode de cultiu (Taula 15) no van mostrar

diferéncies entre els dos grups experimentals.
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Taula 14. Composicié aproximada (a), ingredients utilitzats (b) i percentatge de cadascuna de les fonts de proteina (c)
de les dietes experimentals de truita.

a Composicio Aproximada PV35 PV47
Matéria seca (MS, %) 92.2 90.5
Proteines (% MS) 45.1 46.3
Lipids (% MS) 15.6 16.4
Energia Bruta (MJ/Kg) 22.4 22.1
b Ingredients (g/kg) PV35 PV47
Farina de peix (CP70%) 389.93 316.39
CPSP G! 0 0
Farines i Gluten de blat (Amylium) 71.39 0
extrusionats Extrusionat de blat 135.71 71.78
Extrusionat de pesol (Aquatex) 215.09 56.82
Soja (CP 42%) 25.26 331.25
Grasses Oli de peix 101.59 109.48
Lligand 10 10
Vitamines i lligands Mix Mineral? 10 10
Mix de Vitamines? 10 10
CaHPO4 2H,0 10.89 16.06
L-Histidina 1.77 1.75
L-Lisina 6.46 5.94
L-Meteonina 0.91 1.99
Suplementacio  |-Treonina 1.53 1.73
(aa lliures) L-Isoleucina 5.92 4.1
L-Valina 3.54 2.71
L-Glutamic 0 50
NEAA/EAA 0.7 1.03

NEAA/EAA PV47 /| NEAA/EAA PV35 = 1.47

Concentrat de proteina soluble de peix; 2D’acord amb el National Research Council (1993).

c Aport proteic individual (%) PV35 PV47
Farina de peix (CP70%) 65.55 52.79
CPSP G! 0 0
Farines i Gluten de blat (Amylium) 4.38 0
extrusionats  Extrusionat de blat 6.34 2.5
Extrusionat de pésol (Aquatex) 19.65 3.87
Soja (CP 42%) 417 40.84

Aproximacions realitzades segons les dades aportades per I.N.R.A. (2002).

Taula 15. Pesos finals assolits i indexs de creixement especific (SGR).

Truita Els valors es presenten com la mitjana + S.E.M dels grups triplicats per a
- o o cadascuna de les dietes. No es van detectar diferéncies significatives
V35 T?Z gnjlz(%) SZG F; : ﬁ aj §2> (p<0.05) entre els parametres estudiats. PV35 i PV47 contenen un 35 i un
~ e 47% de fonts de proteina d’origen vegetal, respectivament. SGR segons
PVA7 1001439 2424005  paprowskiet al., 1985. SGR (% dia') = 100 * (In Wi — In Wo)/ t. Wi Wo
representen el pes final i el pes inicial; t és el periode de creixement en

dies. Dades Projecte PEPPA Q5RS-2000-30068.
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Figura 25. Instal {acions de I'estacio
experimental de Donzacq (Landes,
Franga).

Presa de mostres

Es va continuar alimentant als animals, i set dies després de finalitzar I'experiéncia de
creixement es va realitzar un experiment postprandial. L’alimentacié i la presa de
mostres a diferents temps postingesta (1, 3, 6 i 12 hores) es va fer seguint el protocol
ja descrit per les orades (pagina 77)"°. La figura 26 mostra els tancs usats en la

recuperacioé de la ingesta forgada i I'experiment postprandial.

Figura 26. Tancs de recuperacio i experiencia
postprandial de I'estacié experimental de
Donzacq (Landes, Franga).

10 En aquesta espécie no es va analitzar la dispersié del contingut intestinal.
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Analitiques

Tipus d’'analisi Temps (h) Métode utilitzat Referencia Segment
(M&M) estudiat
Histologia 12 Tinci6 H-E 3.4.1 Proximal
Activitat proteolitica total  1,3,6i12 Walter (1984) 34.21 Proximal
Fluxes de nutrients 6 VMA (Modificacié de Sala-Rabanal et 3433 Proximal, Distal
al., 2004)
RESULTATS

En la truita, el creixement amb les dues dietes experimentals fou similar, sense
observar-se canvis significatius ni en el pes final assolit ni en 'SGR dels animals
utilitzats en I'experiéncia postingesta (Taula 16), coincidint amb els resultats de

biomassa obtinguts en I'experiéncia de creixement (Taula 15).

Taula 16: Pesos finals assolits i indexs de creixement especific (SGR) de les truites utilitzades en I'experiéncia

postingesta.
Els valors es presenten com la mitjana + S.E.M dels 50 animals
utilitzats en I'experiéncia postprandial per a cadascuna de les dietes

Truita experimentals. No es van detectar diferéncies significatives (p<0.05)
pes final (3)  SGR (% - dia-") entre els parametres estudiats. PV35 i PV47 contenen un 35 i un 47%
PV35 1254+405 213 +0.04 de fonts de proteina d'origen vegetal, respectivament. SGR segons

Dabrowski et al., 1985. SGR (% dia) = 100 * (In Wt — In Wo)/ t. Wi

VAT _1164+228 212006 W, representen el pes final i el pes inicial; t és el periode de

creixement en dies.

L’estudi de la longitud intestinal relativa (Taula 17) no mostra diferéncies significatives,
encara que s’aprecia una tendéncia a l'alga d’aquest parametre en les truites PV47
(+7.8%).

Taula 17. Longitud intestinal relativa (LIR) de les truites mostrejades en I'experiéncia postingesta.

LIR (mm -ganimal)

PV35 0.89 +0.02 Els valors es presenten com la mitiana + S.E.M dels 50 animals mostrejats per a

PV47 0.96 + 0.03 cadascuna de les dietes experimentals. La longitud intestinal es va mesurar

excloent els cecs pilorics i es va referir al pes de I'animal.

La figura 27 mostra I'evolucié postingesta de l'activitat proteasa alcalina en els dos
grups experimentals. Els animals PV35 i PV47 mostraren un perfil postprandial similar:
en ambdds casos es detecta un pic d’APT 1 h després de la ingesta, i seguidament
I'activitat va decréixer fins a les 6 h postingesta. Es detecta a les 12 h un increment en

I'activitat proteolitica, que fou significatiu en les truites PV47 (relacié 12h/6h = 2.14).
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Només es registraren diferéncies entre els dos grups de peixos a les 3 hores
postingesta, on I'activitat proteolitica del grup PV47 fou significativament superior a la

de les truites PV35 (2.83 + 0.26 vs 1.99 £ 0.43 U - mg™ prot - min™", respectivament).
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Figura 27. Seguiment postprandial de I'activitat proteolitica total al primer segment de l'intesti proximal de truites
alimentades amb les dietes experimentals: PV35 (cercles blancs) i PV47(cercles grisos). Els valors es presenten com
la mitiana + S.E.M de 10 determinacions. Les diferéncies significatives (p<0.05) entre les dietes es representen amb
diferents lletres; les diferéncies significatives entre els diferents temps postingesta es representen amb diferents
numeros.

S’obtingueren vesicules de membrana apical d’enterdcits dels segments proximal i
distal de lintesti a les 6 h postingesta de truites alimentades amb les dietes PV35 i
PV47. Es validaren les suspensions vesiculars obtingudes (Annex 2 al materials i
meétodes, pag. 59), i es determinaren els influxes d’aminoacids essencials, aminoacids
no essencials i D-glucosa als 5 s, temps pertanyent a la zona de linealitat de captacio
(Annex 3 al materials i métodes, pag. 61). Per a cada suspensié es quantifica la
quantitat de proteina i es determina la concentracié de L-alanina retinguda en la
situacié d’equilibri per normalitzar els resultats com a concentracié intravesicular de
nutrient (veure Annex 4 del material i métodes, pag. 65). S'utilitzaren els dos sistemes
d’expressio perqué es van trobar diferéncies en el volum entre els segments intestinals
estudiats i entre les dietes experimentals testades per a un determinat segment (Taula
18).
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Taula 18. L-alanina retinguda a l'equilibri i volum vesicular de les vesicules obtingudes a partir dels segments
proximal i distal de l'intesti de truita.

PV35 pv4r

Int. Proximal Int. Distal Int. Proximal Int. Distal

Concentracio intravesicular de
L-alanina a I'equilibri (pmols - ug prot) 188.4 £19.6 b2 1059.5 £ 16.05 b1 695.6 £33.0 32 13921 £59.5 a1

Volum (V) (uL - ug prot) 0.62 + 0.06 b2 3.53+0.05 b1 245+0.11 a2 464+0.19 al

Els resultats es presenten com la mitiana = S.E.M de 3 determinacions per a cada condicio. Les diferéncies
significatives (p<0.05) entre dietes es representen amb diferents lletres; les diferéncies significatives entre segments
intestinals es representen amb diferents nimeros. Calculs realitzats segons la descripcié de I'annex 4 del M&M.
(pag. 65). Int: intesti.

En les truites PV35, l'influx a les VMAs obtingudes a partir del segment distal de l'intesti
fou superior al registrat en VMAs proximals per a tots els nutrients estudiats (L-
aminoacids i D-glucosa. Figs. 28a, 29a i 30a). En les truites PV47, en canvi, el patr6 de
regionalitzacio varia, i la captacio de nutrients a la zona proximal supera l'influx registrat
a les VMAs d’intesti distal. Aquest canvi de patré fou degut a un significatiu increment
en els influxes de l'intesti proximal en les truites PV47, que augmentaren entre 3 i 5
vegades versus les truites PV35 (un minim de 2.92 en la L-fenilalanina i un maxim de
5.07 en el cas de la L-lisina). La captacié de la zona distal es mantingué estable,
augmentant lleugerament només per la leucina (x1.48) i la prolina (x1.36).

La normalitzacié dels fluxes de nutrients a unitats de concentracié modifica el patré de
regionalitzacid en aquesta espécie (Figs. 28b, 29b i 30b) degut a les variacions
registrades en el volum de les vesicules obtingudes (Taula 18). En emprar aquest
sistema de representacié, s’observa que la capacitat d’absorcié fou superior en el
segment intestinal proximal per a ambdds grups de peixos, amb I'excepcié de la L-
alanina, trobant-se només diferéncies entre dietes per a la L-fenilalanina i la D-glucosa.
En aquesta especie, els fluxes d’aminoacids essencials (Fig. 28) foren superiors als

fluxes d’aminoacids no essencials i D-glucosa (Figs. 29 i 30).
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INFLUX
D 'AMINOACIDS ESSENCIALS

CONCENTRACIO INTRAVESICULAR

Figura 28. Captacio d’aminoacids essencials en vesicules de membrana apical (VMASs) obtingudes d'intesti proximal
(P) i intesti distal (D) a les 6 hores postingesta de truites alimentades amb les dietes experimentals (a).
Normalitzacié dels fluxes en funcio del volum vesicular als 5 s d'incubaci6 (b). PV35 (barres blanques) i PV47
(barres grises). Els resultats es presenten com la mitjana + S.E.M de 4 determinacions. Les diferéncies significatives
(p<0.05) entre dietes es representen amb diferents lletres. Les diferencies significatives entre segments intestinals
es representen amb diferents nimeros.
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Figura 29. Captaci6 d’'aminoacids no essencials en vesicules de membrana apical (VMAs) obtingudes d'intesti
proximal (P) i intesti distal (D) a les 6 hores postingesta de truites alimentades amb les dietes experimentals (a).
Normalitzacié dels fluxes en funci6 del volum vesicular als 5 s d'incubaci6 (b). PV35 (barres blanques) i PV47
(barres grises). Els resultats es presenten com la mitjana + S.E.M de 4 determinacions. Les diferéncies significatives
(p<0.05) entre dietes es representen amb diferents lletres. Les diferencies significatives entre segments intestinals
es representen amb diferents nimeros.
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Figura 30. Captacié de D-glucosa en vesicules de membrana apical (VMASs) obtingudes d'intesti proximal (P) i intesti
distal (D) a les 6 hores postingesta de truites alimentades amb les dietes experimentals (a). Normalitzacié dels fluxes
en funcié del volum vesicular als 5 s d'incubacio (b). PV35 (barres blanques) i PV47 (barres grises). Els resultats es
presenten com la mitjiana + S.E.M de 4 determinacions. Les diferéncies significatives (p<0.05) entre dietes es
representen amb diferents lletres. Les diferéncies significatives entre segments intestinals es representen amb
diferents nimeros.

La figura 31 mostra talls transversals de lintesti proximal de les truites alimentades
amb les dietes experimentals. S’observen, a I'igual que en orada, de I'exterior cap a
l'interior: les capes serosa (S), muscular externa (ME) i mucosa (Muc). Els peixos PV47
presenten un menor longitud i densitat de vellositats (V), aixi com una disminuci6 en el

nombre de cél-lules mucoses (GC).

Figura 31. Talls transversals d'intesti proximal de truites alimentades amb les dietes experimentals. a: dieta PV35
H-E 4x; b: dieta PV35 H-E 10x; c: dieta PV47 H-E 4x; d: dieta PV47 H-E 10x. S= serosa; ME= muscular externa;
Muc= mucosa; V= vellositats; GC= cel lules mucoses.
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DISCUSSIO

La farina de peix és una font primera limitant en la formulacié de pinsos per a
aquicultura; les farines obtingudes a partir d'ingredients vegetals, en canvi, son
abundants i tenen un cost assumible. Per aquests motius, aquestes ultimes s’han de
tenir en compte com a fonts alternatives en la formulacié de dietes per aquicultura
(FAOQ, 2004). Perd s’ha de considerar també la amplia preséncia en les farines vegetals
de factors antinutricionals (Francis et al., 2001), molécules que afecten I'aprofitament
de l'aliment en peixos, especialment en els d’habits carnivors (Makkar et al., 1993). A
meés dels estudis on es descriu una disminucio en la ingesta i el creixement en peixos
alimentats amb dietes de substitucié (Sanz et al., 1994; Olvera-Novoa et al., 1998),
s’han descrit també efectes concrets d’aquests compostos sobre, per exemple, els
processos de digestid i absorcio. Aixi, s’ha vist que els factors antinutricionals poden
disminuir I'activitat de les proteases d’origen pancreatic (Robaina et al., 1995; Alarcén
et al., 1999) per la formacié de complexes amb proteines (Moyano et al., 1999) o per la
supressio del mecanisme de retroalimentacio positiva sobre la alliberacié de proteases
a nivell pancreatic (Dabrowski et al., 1989). Poden també provocar déficits de minerals
per la formacié de complexes (Teskeredzic et al., 1995; Sugiura et al., 1999) i provocar
alteracions en la histologia de l'intesti (Hendriks et al., 1990; Baeverfjord i Krogdahl,
1996; Krogdahl, 2003), afectant-se com a consequéncia I'absorcié intestinal de
nutrients.

L’'increment de factors antinutricionals associat a 'augment de fonts vegetals en la
dieta, es pot relacionar amb una disminucié del pic postingesta d’activitat proteolitica
en les orades PV33 versus les orades PV20. En aquest sentit, diversos treballs
mostren en aquesta espécie una afectacié de les activitats proteasa alcalina per la
preséncia de fonts vegetals en la dieta, com els estudis de Robaina et al. (1995) en
orades alimentades amb dietes on un 30% de la proteina provenia de farina de
tramussos o de soja; o de Venou et al. (2003) en substituir un 40% de la farina de peix
per extrusionat de blat. També els assajos in vitro utilitzant extractes vegetals en
preparacions intestinals d'orada (Moyano et al., 1999; Alarcén et al., 1999) han
obtingut resultats similars.

En la carpa (Onishi et al., 1976), I'anguila (Takii et al., 1985) o el silur (Uys et al.,
1987), espécies que viuen en un rang térmic similar al de I'orada, s’han descrit maxims
d’activitat proteolitica 5 h després de la ingesta voluntaria. D’atra banda, Venou et al.
(2003) va detectar en orades un pic d’APT 2 h després de la ingesta voluntaria. Els

valors maxims obtinguts en aquest treball s6n anteriors (pic 1 h postingesta forgada).
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La diferencia entre aquests dos darrers estudis podria deure’s al tipus d’administracio
de l'aliment (en la ingesta forcada s’administra una raci6 fixa, molta, i directament a
I'estomac).

D’altra banda, el repic d’APT a les 12 h postingesta de les orades PV33, suggereix una
segona secreci6 d’enzims proteolitics per finalitzar els processos de digestio (Takii et
al. 1995) que podria estar relacionat amb la presencia d’aliment poc digerit a la zona
intestinal proximal. En aquest sentit, amb la técnica del pHstat i utilitzant ingredients
vegetals i extractes intestinals d’orada, s’han descrit menors velocitats de digestio per
a diferents farines vegetals emprades en la substitucié versus la farina de peix
(Alarcon et al., 2002). No s’altera de manera significativa, pero, el temps de transit
intestinal als moments estudiats, aquest parametre esta relacionat, entre altres, amb
I'origen de proteina de la dieta i el temps de digestié (Buddington et al., 1997).
L'increment de la capacitat de captacié quan s’augmenta la quantitat de proteina
vegetal en la dieta podria estar relacionada amb un increment de la preséncia de
transportadors a l'intesti, com ja suggereix en mamifers alimentats amb dietes de
diferent composicié Buddington et al., (1991). Aquesta regulacié permetria incrementar
la capacitat de captacié d’alguns nutrients per solventar un desequilibri nutricional
degut a l'alteracié de la digesti6 de les orades alimentades amb PV33. En altres
espécies carnivores s’havia descrit ja una major absorcié de nutrients a la zona més
distal del tub digestiu utilitzant vesicules de membrana apical (Ferraris, 1982; Ferraris i
Ahearn, 1983). Altres treballs descriuen un pic de captacié de L-aminoacids en la zona
proximal o mitja de lintesti utilitzant la técnica de sacs invertits (Buddington et al.,
1997), i tot i que aquesta técnica permet comparacions quan es normalitzen els
resultats a unitats de concentracié, la diferent nomenclatura dels segments intestinals i
la diferent segmentacioé de l'intesti segons els estudis i grups fa dificil comparar els
resultats, ja que en el present treball es considera una primera zona proximal, i una
segona zona distal que engloba el que molts autors defineixen zona intestinal mitja.
Les dietes PV20 i PV33 no van provocar alteracions significatives en la histologia de
I'intesti proximal en comparar-les amb altres talls histoldgics d’orades salvatges (Elbal i
Agulleiro, 1986), tot i que les dietes testades contenien farines vegetals (de soja,
tramussos o0 pésols) que soén riques en factors antinutricionals, entre altres fitats
(Francis et al., 2001). Alguns autors descriuen una afectacio de la integritat de I'intesti
per ingesta d’'ingredients vegetals. Per exemple, Richardson et al, (1985) o Krogdahl
et al., (1994), descriuen enteritis a la zona més distal de l'intesti de salmons alimentats
amb dietes que contenien soja. Perd les orades alimentades amb la dieta PV33

usades en aquesta experiéncia van mostrar una disminuci6 significativa del pes assolit
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i 'index de creixement especific. En aquest sentit, i per a orada, s’han descrit
disminucions del pes assolit amb dietes on s’havia reemplacat un 30% de la farina de
peix per concentrat de proteina de soja (Kissil et al. 2000) o farina de soja (Robaina et
al. 1995).

En resum, el percentatge de substitucié de la farina de peix per fonts protéiques
vegetals en les dietes d’orada, tot i I'aparici6 de mecanismes de compensacié com
I'aparicié d’un segon pic postingesta d’activitat proteasa per millorar la digestié de les
proteines o l'increment de la capacitat de captacié de nutrients, va afectar I'activitat
digestiva dels animals PV33 en comparaci6 a les orades PV20, provocant una

disminucié significativa en el pes final assolit després de 12 setmanes de creixement.

La truita irisada és considerada una espécie altament sensible a la preséncia
d’'inhibidors de proteasa a la dieta (Dabrowsky et al., 1989; Kaushik et al., 1995) i la
soja, malgrat ser una proteina d’alt valor bioldogic i digestibilitat (Forster, 2003), és
alhora rica en aquest tipus de factors antinutricionals (Guillaume i Métallier, 2002).
Diversos estudis realitzats en truita discrepen sobre les possibilitats reals de
reemplagar un percentatge important de farina de peix per farina de soja o els seus
derivats. Aixi, Davies i Morris (1997) observaren una disminucié del creixement a
I'alimentar les truites amb dietes que contenen soja; en canvi, Kaushik et al. (1995), no
detectaren diferéncies en substituir el 100% de farina de peix per concentrat de
proteina de soja. Tot i que les dietes PV35 i PV47 testades en aquesta experiencia
contenien un 4.8 i un 40.8% d’inclusi6 de concentrat de proteina de soja,
respectivament, no van presentar diferencies en els pesos finals assolits. D’altra
banda, Vielma et al., (2000) registraren un increment del creixement en reemplacar el
73% de farina de peix per productes derivats de la soja. La divergencia entre els
diferents treballs pot radicar, bé en el tipus de tractament usat per minimitzar la
preséncia de factors antinutricionals de les dietes (Francis et al., 2001), bé en l'origen i
la qualitat dels derivats de soja emprats (Wee i Shu, 1989; Gomes et al., 1995; Forster,
2003). L’APT de la zona proximal de les truites d'aquest treball no va mostrar
diferéncies, indicant que tot i I'elevat percentatge d’inclusié de soja de la dieta PV47,
els tractaments utilitzats en aquesta experiencia foren adequats.

D’altra banda, tot i que Buddington i Hilton (1987) no van observar modificacions en el

transport de D-glucosa en truites alimentades amb dietes amb diferents percentatges i
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tipus de carbohidrats, les truites alimentades amb la dieta de major substitucié van
incrementar la capacitat de captaci6 de D-glucosa a VMAs obtingudes d’intesti
proximal i distal. En aquest sentit, altres treballs reporten una capacitat de regulacio
del transport intestinal en resposta al tipus de dieta administrada en espécies
omnivores com la carpa (Buddington, 1987), i també en mamifers (Buddington, 1987;
Buddington et al., 1987; Ferraris i Diamond; 1989). L’afectacié de la histologia
intestinal observada en les truites PV47 podria indicar un canvi en el nombre de
transportadors, com suggeri Houpe et al. (1997), perd la no modificacié del transport
de nutrients, aixi com el manteniment de les taxes de creixement sembla desmentir
aquesta idea amb les dietes i el periode de creixement testats. Les alteracions
histologiques, d’altra banda, indiquen que les fonts emprades en el present estudi
contenien un excés en determinats factors antinutricionals, que coincideix amb
resultats obtingutsper Storebakken et al., (2000) en salmons alimentats amb dietes
que contenien un 50% de reemplagament amb gluten, o amb els treballs de Krogdahl
et al., (2003), també en salmons alimentats amb dietes que contenien fins a un 35%
d’inclusié de soja. La reducci6 d’algunes de les fonts alternatives emprades, riques en
fitats i compostos antigénics (Francis et al., 2001), o una millora en els tractaments
d’inhibicié i/o la seleccié de varietats més pobres en ANFs és un punt important a
I'hora de formular noves dietes de substitucid.

La suplementacio de les dietes de truita amb acid glutamic lliure no tingué cap efecte
sobre el creixement, com ja apuntaren Kirchner et al., (2003) en suplementar dietes
per a aquesta espécie amb alanina, aspartat o glutamat sense observar canvis
significatius en el pes final assolit, 'index de creixement especific o la ingesta. En la
present experiencia no es modifica tampoc l'activitat enzimatica digestiva dels animals,
i 'absorcié de L-glutamic a les VMAs obtingudes a les 6 h postingesta de les truites
PV47 es modula de manera igual a la resta d’aminoacids estudiats, tot i que la seva
major presencia en forma lliure podria haver-se absorbit a nivell dels cecs pildrics, que
no foren estudiats en aquest bloc experimental, ja que en altres salmonids s’ha descrit
una major absorcié d’aminoacids en aquest segment intestinal (Bakke-McKellep,
2000). Degut als presents resultats, la capacitat d’absorcié d’aquest segment intestinal

s’estudia en els seglents blocs experimentals.
En la truita, doncs, l'increment de les fonts protéiques d’origen vegetal -principalment

soja- no modifica I'activitat enzimatica digestiva ni I'absorcié de nutrients, perd va

reduir la longitud de les vellositat i el nombre de cél-lules mucoses. Malgrat aquestes
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modificacions, no es va afectar de manera significativa el creixement dels animals

després de 12 setmanes de creixement.

Es pot concloure, doncs, que l'orada presenta capacitat per modular les activitats
enzimatiques digestives i la capacitat de transport de nutrients dels diferents segments
intestinals, aconseguint un balang en els processos de digestié i absorcié de nutrients
en resposta a la dieta administrada en per assolir una optima disponibilitat de nutrients.
En la truita, els processos de digestid i absorcié no es modifiquen; s’observa una

afectacié de la integritat intestinal que no afecta pero el creixement dels animals.
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4.1.2. DIETES AMB ALTS PERCENTATGES DE
SUBSTITUCIO. EL REEMPLACAMENT TOTAL DE LA
FARINA DE PEIX PER FARINES VEGETALS

DISSENY EXPERIMENTAL

Animals

Orades juvenils provinents d’una piscifactoria comercial (CUPIMAR, Cadiz, Espana) es
van aclimatar a I'Institut d’Aquicultura de Torre de la Sal (C.S.I.C., Castelld, Espanya)

durant 20 dies en tancs de fibre de vidre (0.5 m®) en un sistema d’aigua marina interior.

Els juvenils de truita irisada es van obtenir de la piscifactoria experimental de I'lLN.R.A.
(Donzacq, Landes, Franga), instal-lacions on també es porta a terme 'experiéncia de

creixement.

Dietes

A l'lnstitute National de la Recherche Agrobiologique (I.N.R.A., St. Pée-sur-Nivelle,
Franca) es van formular 4 dietes experimentals per a cada espécie (Taula 19). En la
dieta FP la proteina provenia de farina de peix, mentre que en les dietes PV50, PV75 i
PV100 aquesta farina es va substituir per matéries primeres d’origen vegetal (farines
de blat de moro, blat, pésol, llavors de colza i tramussos blancs) en uns percentatges
de 50, 75 i 100% respectivament. Igual que en I'experiéncia anterior, per a la
substitucio de la farina de peix es va emprar una barreja d’ingredients vegetals,
minimitzant aixi les necessitats de suplementacié i la preséncia d’'una concentracio
elevada d’un determinat factor antinutricional. Malgrat aixo, en les dietes reemplagades
va ser necessaria I'addicié d’aminoacids lliures (Taula 19) per tal d’aconseguir el perfil
requerit per I'espécie (Jobling et al., 2001). A més, s’'usaren pésols i blat préviament
extrusionats per reduir la preséncia de factors antinutricionals actius. Les dietes
experimentals presentaven continguts similars de proteina, grasses i energia, essent
les mitjanes respectivament de 45.3%, 16.8% i 21.2 MJ-Kg™ per les dietes d’orada, i
49.9%, 19.5% i 23.4 MJ-Kg™ per a les de truita (Taula 19).
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Taula 19. Composici6 aproximada, ingredients utilitzats i aportacid de cada ingredient al contingut total de proteina
de les dietes experimentals d’orada i de truita.

ORADA

Composicio FPo  PV50, PV75, PV100,
Matéria seca (%) 93.7 94.3 91.9 90.1
Proteina (% MS) 46.1 47.5 44.8 42.8
Lipid (% MS) 16.5 16.6 17.2 16.8
Energia (MJ Kg) 204 21.3 214 21.7

Les analitiques foren realitzades a I'Institute de la Recherche Agrobiologique (I.N.R.A; St-Pée-sur-Nivelle, Franca).

Ingredients (g/kg) FP,  PV50, PV75, PV100,
Farina de Peix 703.7 352 176 0
Gluten de blat de moro 0 120 180 250
Gluten de blat 0 120 180 250
Farines i Extrusionat de pésol (Aquatex) 0 60 90 120
extrussionats  Farina de colza (Primor 00) 0 30.9 67.2 273
Trasmussos blancs dolcos 0 0 0 6.9
Extrusionat de blat 142 94.9 30.6 15.5
Grasses Oli de Peix 1243 1413 149.8 158
Lligand (Alginat Na) 10 10 10 10
Vitamines i Mix de Minerals 2 10 10 10 10
Lligands Mix de Vitamines 2 10 10 10 10
CaHPQO, 2H,0 0 6.5 30.7 51.1
L-Arginina 0 7.6 11.3 15.9
L-Histidina 0 2.3 34 4.8
L-Lisina 0 15.9 23.6 32.5
y DL-Meteonina 0 2.5 3.6 54
Suplementacié | Triptofan 0 1.4 2.2 2.9
L-Treonina 0 50 7.4 10.4
L-Isoleucina 0 4.2 6.2 8.4
L-Valina 0 5.4 8 11.1

1En les 4 dietes experimentals s'utilitza extrusionat de blat. L’aport proteic d'aquest ingredient a la dieta FP és del
3.6%; 2D’acord amb el National Research Council (1993).

Ingredients FPo  PV50, PV75 PV100,
(g proteina aportada - Kg' pinso)
Farina de Peix 4222 2112 105.6 0
Gluten de blat de moro 0 72.7 109.1 151.5
Gluten de blat 0 86.6 1278  180.0
Farines i Extrusionat de pésol (Aquatex) 0 13.1 19.7 26.3
extrussionats  Farina de colza (Primor 00) 0 10.4 22.6 9.2
Trasmussos blancs dolcos 0 0 0 2.55
Extrusionat de blat 15.9 10.6 34 1.7
Aminoacids lliures (g - Kg' pinso) 0 443 65.7 914

Aproximacions realitzades segons les dades aportades per I.N.R.A. (2002).
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TRUITA

Composicio FP:  PV50;  PV75  PV100:
Matéria seca (%) 944 922 915 91.6
Proteina (% MS) 515 503 49.1 48.6
Lipid (% MS) 19.7 196 19.6 19.2
Energia (MJ Kg) 22.7 235 23.9 23.6

Les analitiques foren realitzades a I'Institute de la Recherche Agrobiologique (.N.R.A; St-Pée-sur-Nivelle, Franga).

Ingredients (g/kg) FP:  PV50; PV75  PV100:
Farina de Peix 6379 319 159.5 0
Gluten de blat de moro 0 116 1771 2324

Gluten de blat 0 100 150 200

Farines i extrussionats Extrusionat de pésol (Aquatex) 0 80 120 1633
Farina de colza (Primor 00) 0 46.9 75 100
Trasmussos blancs dolcos

Extrusionat de blat ' 2034 1102 425 0

Grasses Oli de Peix 1286 143.6  151.1 158.7
Lligand (Alginat Na) 10 10 10 10
Vitamines i Lligands  Mix de Minerals 2 10 10 10 10
Mix de Vitamines 2 10 10 10 10
CaHPO, 2H,0 0 16.1 37.8 40

L-Arginina 0 6.2 9.5 12.5
L-Histidina 0 1.9 2.9 3.9

L-Lisina 0 13.8 20.8 27.6
B DL-Meteonina 0 2 3.06 4.1
Suplementacio | Triptofan 0 1.3 2.1 2.7
d'aminoacids " Treonina 0 41 62 8.3
L-Isoleucina 0 3.5 9.3 7.1
L-Valina 0 4.7 7.0 9.4

TEn les 4 dietes experimentals s'utilitza extrusionat de blat. L’aport proteic d'aquest ingredient a la dieta FP és del
5.6%; 2D’'acord amb el National Research Council (1993).

Ingredients FP:  PV50;  PV75 PV100;
(g proteina aportada - Kg' pinso)
Farina de Peix 382.7 1914 95.7 0
Gluten de blat de moro 0 70.3 107.3 233.0
o Gluten de blat 0 72.0 108.0 144.0
Farlngs ! Extrusionat de pésol (Aquatex) 0 17.5 26.3 35.8
extrussionats  Farina de colza (Primor 00) 0 15.8 25.3 33.7
Trasmussos blancs dolgos 0 0 0 0
Extrusionat de blat 228 123 476 0
Aminoacids lliures (g -Kg' pinso) 0 37.5 57.4 75.6

Aproximacions realitzades segons les dades aportades per .N.R.A. (2002).
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Periode de Creixement

A I'Institut d’Aquicultura de Torre de la Sal, 1080 orades ja aclimatades (16.5 £ 0.07 g)
es van distribuir aleatoriament en 12 tancs experimentals de fibra de vidre circulars
(0.5 m®). Durant 12 setmanes (del 29 d’abril al 19 de juliol de 2002) es va realitzar una
experiéncia de creixement: sota fotoperiode i temperatura naturals, cada dieta es va
subministrar manualment a 3 grups de peixos dues vegades al dia fins a la sacietat.

A la piscifactoria experimental de Donzacq, setze grups de 75 peixos cadascun (pes
inicial 19.0 £ 0.2 g) es van distribuir de manera aleatoria en tancs de fibra circulars
d’1m?®i es van alimentar manualment amb una de les dietes experimentals 2 vegades
al dia fins a la sacietat. El periode de creixement va tenir lloc entre el 21 de margiel 7
de Juny de 2002 sota fotoperiode natural i aigua provinent d’'un sortidor natural que es
mantenia a una temperatura constant de 17 + 1 °C.

La taula 20 mostra els pesos assolits i 'SGR de les orades i les truites al final del

periode de creixement.

Taula 20. Pesos finals assolits i index de creixement especific (SGR) per les orades i les truites.

Orada Truita
Pes final (g) SGR (%- dia?) Pes final (g) SGR (%- dia?)
73.8.+£0.9-2 1.85+0.012 1471+182 2.61+0.032
69.7+0.50 1.76 +0.01° 1424+262 257+0.01a
66.5+0.5¢ 1.72+0.01° 135.6 £4.9b 251+0.05°0
58.1£0.7 4 1.56 £0.02¢ 1M1.1+£25¢ 225+0.02¢

Els valors es presenten com la mitiana + S.E.M de la biomassa dels 3 tancs de creixement per a cadascuna de les
dietes experimentals després de 12 setmanes de creixement. Les diferéncies (p<0.05) entre les dietes per a cada
parametre s'assenyalen amb diferents lletres. (FP) la proteina prové de farina de peix; (PV50) 50% de substitucié de
farina de peix per ingredients vegetals; (PV75) 75% de substitucid de la farina de peix; (PV100) 100% de substitucio
per ingredients vegetals. SGR segons Dabrowski et al., 1985. SGR (% dia") = 100 * (In Wt — In W)/ t. Wi Wo
representen el pes final i el pes inicial; t és el periode de creixement en dies. Dades Projecte PEPPA Q5RS-2000-
30068.

Presa de mostres

L’experiéncia de creixement es va allargar fins el dia 28 de juliol per a les orades, i fins
el dia 14 de juny per a les truites. En aquest moment es realitza una experiéncia
postprandial. A animals dejunats 24 hores se’ls va practicar'' una ingesta forgada,

corresponent a I'% del seu pes corporal amb el pinso experimental corresponent,

" Sota anestésia lleugera (MS-222 0.1 g. L")
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préviament molt i barrejat amb aigua provinent dels tancs per tal de facilitar-ne
'administracio (Taula 21).

A diferents temps postingesta: 1, 3, 6 h i un temps llarg (48 h en orada i 36 h en truita),
els animals van anestesiar-se novament, van mesurar-se, i van sacrificar-se per
seccionament de I'espina dorsal. De cadascun d’ells s’obtingué l'aparell digestiu, i es
mesura la longitud intestinal entre els cecs pildrics i I'anus. Seguidament es va
seccionar i congelar el primer segment proximal per als analisis d’enzims digestius. A
les 6 hores, els cecs, la resta d’intesti proximal i l'intesti distal es van rentar'? i van
congelar-se rapidament per als estudis d’absorcié de nutrients (Taula 21); a temps
llargs, s’obtingueren també mostres d’intesti proximal i distal. En orada, a més,
s’estudia la dispersio del contingut intestinal als diferents moments estudiats, i a les 48
hores un segon segment proximal es va conservar en formol tamponat per als estudis

histologics.

Taula 21. Dilucions de la racié administrada, temps de mostreig postingesta i mostres obtingudes en I'experiéncia
d'alts percentatges de substitucié per a les dues espécies estudiades (orada i truita).

FP PV Analisis enzimatics Histologia Transport de nutrients
(int. proximal) (int. proximal) (cecs pildrics's, int. proximal, int. distal)
1,3,6,48 48 48
Orada | 1:25 | 1:3 6
Truita 36
1,3, 6, 36 -

* Es va optar per fer dilucions diferents de les racions per tal de mantenir en els 4 casos la mateixa densitat de la
mescla a administrar. Int = intesti. FP= dieta FP; PV= dietes PV50, PV75 i pV100.

Analitiques
Tipus d’'analisi Espécie Temps Métode utilitzat Referéncia  Fragment estudiat
Histologia Orada 48 h Tincié H-E 341 Proximal
Activitat proteolitica total Orada, 1, 3, 6, 48/36h Métode de Walter 3.4.2.1 Proximal
truita
Activitats proteasa Orada, 1, 3,6,48/36h Zimografia 34.22 Proximal
especifiques truita
Activitat a-amilasa Orada, 1, 3,6,48/36h Métode de Dold 3423 Proximal
truita
Fluxes de nutrients Orada, 6, VMAs 34.33 Cecs, proximal, distal
truita 48/36h VMASs 3.4.3.3 Proximal i distal
12 Amb sali isosmotic que contenia PMSF.
13 Els cecs pildrics es mostrejaren Unicament a les 6 h postingesta.
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RESULTATS

Les orades alimentades amb les dietes PV50, PV75 i PV100 utilitzades en
I'experiéncia postprandial, assoliren pesos finals significativament inferiors que el grup
FP (-10.47, -14.27 i —27.98%, respectivament) (Taula 22); I'index de creixement
especific en aquesta espécie va disminuir també de manera significativa en els dos
grups alimentats amb les dietes de major substitucido (-9.4 i -19.8 % per a PV75 i
PV100, respectivament). Aquestes dades estan en el rang de valors de biomassa
reportats en I'experiéncia de creixement per les orades (Taula 20). D’altra banda, els
pesos finals i els SGRs de les truites alimentades amb les dietes de substitucié de
'experiment postingesta (Taula 22), mostaren una tendéncia a disminuir, essent
aquesta disminucio significativa només pel pes final assolit pel grup PV100 (21.9%
inferior que en les truites FP). En canvi, les mesures de biomassa reportades després
de 12 setmanes de creixement, van mostrar diferéncies en ambdds parametres
estudiats per als animals PV75 i PV100 (Taula 20).

Taula 22. Pesos finals assolits i index de creixement especific (SGR) per les orades i les truites mostrejades en
I'experiéncia postingesta.

Orada Truita
Pes final (g) SGR (%-dia?) Pes final (g) SGR (%-dia?)
89.7+182 1.83+0.042 1541+452 2.27+0.07
80.3+16¢" 1.71+£0.04 2 138.3+4.72 2.16 £0.08
76.9+1.70 1.66 +0.04© 136.3+4.32 2.14+0.07
64.6 £0.04 ¢ 147+0.04¢ 120.3+13.8°® 2.00+0.01

Els valors es presenten com la mitiana = S.E.M dels 40 animals mostrejats per a cadascuna de les dietes
experimentals en l'experiéncia postingesta. Les diferéncies (p<0.05) entre les dietes per a cada parametre
s'assenyalen amb diferents lletres. (FP) la proteina prové de farina de peix; (PV50) 50% de substitucié de farina de
peix per ingredients vegetals; (PV75) 75% de substitucio de la farina de peix; (PV100) 100% de substitucié per
ingredients vegetals. SGR segons Dabrowski et al., 1985. SGR (%dia’) = 100 * (In Wt — In Wo)/ t. Wt i Wo
representen el pes final i el pes inicial; t és el periode de creixement en dies.

En les dues espécies, es va mesurar la longitud intestinal relativa (Taula 23). Aquest
parametre incrementa gradualment a mesura que augmenta el percentatge de
reemplagament de la farina de peix, essent I'increment significatiu per a les orades
alimentades amb les 3 dietes de substitucid, i per a les truites alimentades amb les
dietes PV75 i PV100.
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Taula 23. Longitud intestinal relativa (LIR) per les orades i les truites.

Orada Truita Els valors es presenten com la mitjana + S.E.M dels
_ 40 animals mostrejats per a cadascuna de les dietes
LIR (mm -g' animal) experimentals. Les diferéncies significatives (p<0.05)
FP 238+ 0.09°¢ 048+ 0.01° entre les dietes s'assenyalen amb diferents lletres.
(FP) la proteina prové de farina de peix; (PV50) 50%
PV50 2.66 +0.09b 047+0.01°® de substitucié de farina de peix per ingredients
vegetals; (PV75) 75% de substitucid de la farina de
PVT5 286 £0.13% 0.50 £0.012 peix; (PV100) 100% de substitucié per ingredients
PV100 316+0.16 @ 056+ 0.022 vegetals. La longitud intestinal es va mesurar excloent
els cecs pilorics i es va expressar en relacio al pes de

cada animal.

En orada es va estimar també la posicié del bolus alimentari en els diferents temps de
mostreig. A la figura 32 s’observa que la velocitat de transit intestinal mostra, a les 3
hores postingesta, una tendéncia a disminuir en els animals alimentats amb les dietes

de substitucio.
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Figura 32. Dispersi6 del contingut intestinal a diferents temps postingesta en orades alimentades amb les 4 dietes
experimentals. Les barres negres representen la preséncia d’aliment al tub digestiu (barres blanques). Els valors es
mostren com la mitjana + S.E.M. dels 10 animals mostrejats a cada temps.

L’activitat proteasa alcalina postprandial es presenta per a les dues espécies a la
figura 33. Les orades alimentades tant amb la dieta FP com amb les PV van mostrar
perfils similars d’APT postingesta, presentant un maxim a les 6 h, amb I'excepci6 de la
dieta PV75, on aquest es detecta a les 3 hores. El pic registrat en les orades FP fou de
6.93 + 1.03 U proteasa-mg’ prot-min™". La magnitud d’aquest va decréixer gradualment
a mesura que s’incrementa el percentatge d’ingredients vegetals en la dieta, fins a un

minim de 4.33 U proteasa-mg™ prot'min” en les orades PV100. Les truites FP van
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presentar un pic d’activitat proteasa alcalina a les 3 hores postingesta (7.17 + 1.63 U
proteasa-mg™ prot-min™"), mostrant una relacié d’APT 3/36 hores de 2.07; les truites
PV50 i PV75 presentaren un lleuger increment postingesta d’aquesta activitat, amb
ratios d’APT 3/36 de 1.43 i 1.40, respectivament. En els temps estudiats, no es va
detectar en les truites PV100 un pic postalimentacié de proteases alcalines (relacio
3/36 = 0.73).

D’altra banda, si considerem els temps llargs postingesta com la mesura dels nivells
d’APT basals, s’observa que aquests foren significativament inferiors en orada que en
truita (1.03 + 0.27 versus 3.66 + 0.66 U proteasa-mg™ prot-min™ en les orades i les

truites FP, respectivament).
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Figura 33. Seguiment postprandial de I'activitat proteolitica total a I'intesti proximal d'orada i de truita. Els valors es
presenten com la mitjana + S.E.M. de 10 animals. Les diferéncies significatives (p<0.05) entre les diferents dietes

es representen amb lletres; les diferéncies significatives entre els diferents temps postingesta es representen amb
diferents nimeros. Dieta FP (), dieta PV50 (o), dieta PV75 (A ), dieta PV100 (A).
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Modulacié dels Processos Digestius en Resposta a la Composicié de la Dieta en Orada i Truita Irisada

L’ds de zimogrames (Fig. 34) va permetre identificar 5 bandes amb activitat proteasa
alcalina en les orades alimentades amb la dieta FP, amb pesos moleculars d’entre 25 i
90 Kda. En les truites irisades FP, 'APT fou deguda a 8 bandes especifiques, amb

pesos moleculars d’entre 17 i 100 Kda.

20 Figura 34. Zimogrames d’homogeneitzat d'intesti proximal d’'orada FP
(a) i truita FP (b) amb els pesos moleculars corresponents a les bandes
d’activitat proteasa.

La utilitzacié als gels d’inhibidors especifics de les diferents activitats proteasa alcalina
(Fig. 35) clarifica que, en ambdues espécies, 3 de les bandes amb activitat detectades
als zimogrames presentaven activitat tripsina: 90, 60 i 55 Kda en orada i 70, 45 i 40
Kda en truita. Es detectaren també dues bandes amb activitat quimotripsina (50 i 25
Kda) en orada, i 3 bandes amb aquesta activitat (30, 20 i 17 Kda) en truita. La banda
de 25 Kda detectada en truita persenta activitat serin-proteasa no especifica, mentre
que la banda de 110 Kda no s’afecta per cap dels inhibidors testats, suggerint que no
presentava activitat serin-proteasa. Per altra banda, totes les activitats s’afectaren
quan 'homogeneitzat es combina amb EDTA, indicant la dependéncia d’aquestes

proteases de la preséncia de cations divalents.

(Gl C1 memmmes ¥C4 €. CoanGi - -C8

i Figura 35. Zimogrames  d’homogeneitzats
920 d'orada FP (a) i truita FP (b) combinats amb
diferents solucions d'inhibicié. Columna (C) 1 =
60 BSA; C2 = Homogeneitzat (H); C3 = H + TPCK
55 (inhibidor de I'activitat quimotripsina-like); C4 = H
50 + ZPCK (inhibidor de quimotripsina-like); C5 = H
25 + TLCK (inhibidor de tripsina-like); C6 = H +
PMSF (inhibidor de serin proteases); C7 = H +
SBTI (inhibidor de serin proteases); C8 = H +
TG I T — EDTA (quelant de cations divalents); C9 = tripsina
110 MO0 B e e R e e B BRGR  |)ying;: C10 = marcador de pes molecular. L'Us
70 de les solucions d'inhibicid especifiques en els
45 gels dacrilamida permet determinar el tipus
40 d’activitat de les bandes que apareixen al
30 zimograma per un decrement de la intensitat de
25 la banda en la columna de 'homogeneitzat tractat
20 amb un inhibidor especific quan es compara amb

17 la columna de 'homogeneitzat no tractat.
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La figura 36 mostra zimogrames representatius d’homogeneitzats intestinals d’orada i
truita corresponents als pics d’APT (6 i 3 hores postingesta respectivament). Els
resultats  obtinguts  mitjancant aquesta técnica reforcen les  mesures
espectrofotométriques abans descrites, observant-se una gradual atenuacié de les
bandes amb activitat proteasa que apareixen en les orades i una depressio de les
bandes actives en les truites PV. En analitzar els zimogrames en profunditat, s’observa
que la substitucié de la farina de peix per fonts proteiques vegetals va disminuir les
activitats quimotripsina (bandes de 50 i 25 Kda) en les orades PV50 i PV75, les quals
van incrementar lleugerament les activitats tripsina (55 i 60 Kda). En les orades PV100
es detecta, a més, una disminucié en la intensitat de la banda de major pes molecular
(90 Kda). En la truita, el reemplagament de la farina de peix pels ingredients vegetals
testats va atenuar totes les bandes amb activitat tripsina i quimotripsina en els peixos

alimentats amb les 3 dietes de substitucio.

. Kd
110

Figura 36. Zimogrames representatius corresponents als pics d'activitat proteolitica en orada (a; 6 h postingesta) i
truita (b; 3 h postingesta) per a les 4 dietes experimentals estudiades. Columna (C) 1 = FP; C2 = PV50; C3 = PV75;
C4 = PV100.

L’activitat a-amilasa postingesta es mostra a la figura 37. S’observa que aquesta
activitat fou superior en les orades que en les truites. Els dos grups de peixos FP
presentaren un pic d’alliberacié d’aquest enzim 3 h després de l'alimentacié (1.01 +
0.12i0.30 £ 0.03 mU a-amilasa ‘mg™" prot:min™ per orada i truita, respectivament). En
les orades PV, aquest pic no va apareixer, i els nivells d’a-amilasa mesurats en aquest
moment foren significativament més baixos. En canvi, les truites PV presentaren una
activitat a-amilasa similar a la ce les truites FP, mostrant pics postingesta en els grups
de peixos PV75 i PV100. L’activitat a-amilasa fou inferior a 'APT en les dues espécies
(Fig. 38).
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Figura 37. Activitat a-amilasa a diferents temps postingesta per a les orades (grafica superior) i les truites (grafica inferior)
alimentades amb les 4 dietes experimentals. Els resultats es presenten com la mitjana £ S.E.M de 8 determinacions. (e) dieta
FP, (o) dieta PV50, (A ) dieta PV75, (A) dieta PV100. Les diferéncies significatives entre les dietes (<0.05) es representen
amb lletres; les diferéncies significatives entre els diferents temps postprandials han estat representades amb nimeros.
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Figura 38. Activitat proteolitica total (linia discontinua) i activitat a.-amilasa (linia puntejada) a diferents temps postingesta per a
les orades (a I'esquerra) i les truites (a la dreta) alimentades amb les 4 dietes experimentals. Els resultats es presenten com la
mitiana + S.E.M de 10 determinacions per a 'APT i 8 determinacions per a l'activitat a-amilasa. () dieta FP, (o) dieta PV50,
(A ) dieta PV75, (A) dieta PV100. Les diferéncies significatives entre les dietes (<0.05) es representen amb lletres. Les
diferéncies significatives entre diferents temps postprandials han estat representades amb niimeros.
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Per a les dues espécies, es van obtenir VMAs d’enterdcit a partir dels diferents
segments intestinals (cecs pilorics, intesti proximal i intesti distal) obtinguts ales 6 i a
les 48/36™ h (orada/truita) postingesta per a tots els grups experimentals. Per a cada
condicio es determinaren els influxes de nutrients (L-aminoacids i D-glucosa) i el volum
vesicular de les suspensions obtingudes en funcié de la proteina.

El volum vesicular en funcié de la proteina (Taula 24) mostra diferencies segons el
segment estudiat, i també es modifica en variar la composicio de la dieta administrada.
Per aquest motiu, les captacions de nutrients es representaren com a influxes
referenciats a la quantitat de proteina de les suspensions i també com a

concentracions intravesiculars als 5 s d’incubacié.

Taula 24. L-alanina retinguda a I'equilibri i volum vesicular de les vesicules obtingudes a partir dels cecs pilorics (C)
intesti proximal (P) i intesti distal (D) d’orada (a) i truita (b).

a L-alanina intravesicular a I'equilibri volum

(pmols - pg prot) (L -pg prot)

C 348.76 £ 10.9 a2 1.16 +0.06 22

FP P 557.66 + 20.35 a1 1.86 +0.68 a1

D 493.82 +£20.79 ¢ 1.64 £0.12¢!

C 193.95 + 14.03 b3 0.65+0.08 b3

PV50 P 279.42 + 11.26 b2 0.93 +0.06 b2
D 1001.0 +4.96 b 3.33 +£0.02 !

C 208.47 +4.64 b3 0.69 +0.03 3

PV75 P 325.72 £ 3.41b2 1.08 £0.02b.2
D 1268.8 + 23.63 21 4.23 £0.13a

C 124.65+4.78 ¢3 0.41+0.03¢3

PV100 P 272.14 £ 9.57 b2 0.91+0.0502
D 445.79 £ 10.4 ¢ 1.48 £0.06 ¢

b L-alanina intravesicular a I'equilibri volum

(pmols - jig prot-) (ML - g prot?)

C 345.26+ 15.252 1.15+0.052
FP P 7739.6 £ 657.5 22 2579+ 2.19a1
D 1798.8 + 87.5 2! 5.99 + 0.29 22

C 316.7+2542 1.05+0.082

PV50 P 1185.11 £ 333.0 b1 3.95+1.100b!
D 608.78 +4.55¢12 2.03+£0.01¢12

C 360.5+99.43 1.20+0.033

PV75 P 617.58 £ 31.27 b2 2.06 +0.10 b2
D 931.08 £ 6.46 b1 3.10+0.02 0!

C 436.6 +17.223 1.45+0.063

PV100 P 2024.96 + 11.18 bt 6.75+ 0.04 b
D 1038.31 £ 19.6 b2 3.46 +0.062

Els resultats es presenten com la mitiana + S.E.M. d'un minim de 6 determinacions per a cada condicio. Les
diferéncies significatives (p<0.05) en entre les dietes es representen amb diferents lletres; les diferéncies
significatives entre els diferents segments intestinals es representen amb diferents nimeros.

14 No s’estudia I'absorcié als cecs pildrics als temps llargs postingesta.
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Les figures 39, 40 i 43 per orada i 41, 42 i 44 per truita mostren els influxes
d’aminoacids i glucosa referenciats a la proteina (Grafiques sobre fons blanc), i la
seva normalitzacié a unitats de volum (Grafiques sobre fons gris) a les VMAs
obtingudes a les 6 h postingesta.

En les orades FP, el major influx d’aminoacids essencials (Fig. 39) es localitza a les
VMAs d’intesti proximal. Les VMAs distals presentaren una captacio intermitja entre
les vesicules proximals (relacié P/D d’aproximadament 1.4) i les de cecs pilorics
(relacié P/C propera a 5). En les orades alimentades amb les dietes reemplacades,
aquest patr6 de regionalitzacié es modifica, disminuint els influxes d’aminoacids
essencials a les vesicules obtingudes de cecs i intesti proximal, i augmentant o
mantinguent-se estable a les VMAs distals, denotant un retard en la captacié cap a
zones més allunyades de lintesti. En normalitzar els resultats a unitats de
concentracié intravesicular de nutrients (Fig. 39. Grafiques sobre fons gris), es va
mantenir per a la L-lisina el patré descrit, mentre que per a la L-leucina i la L-
fenilalanina es van observar 3 regionalitzacions depenent dels percentatges de
substitucio emprats; aixi, en les orades PV50, la maxima concentracio es registra a les
VMAs distals, seguida pels cecs pilorics i mostrant una menor captacié a vesicules
proximals; els animals PV75 van mostrar un patré semblant al de les orades FP; ien
els peixos PV100 es mantingué el patré observat en I'anterior sistema d’expressio.

Els influxes de L-alanina i L-prolina en aquesta espécie (Fig. 40) van mostrar un patré
similar que el descrit per als essencials. El L-glutamic no mostra una regionalitzacié
definida, decreixent la captacié essent la capacitat d’absorci6 a mesura que
s’avancgava en el tub intestinal en les orades FP i creixent en els peixos PV75 i PV100.
La normalitzaci6 dels resultats a unitats de concentracié no mostra una relacié directa
amb el percentatge de substitucio. Aixi, en el cas de la L-alanina i la L-prolina, el 50%
de substitucié de la farina de peix provoca una disminucié en la captacio a VMAs
proximals, que en canvi es va veure incrementada en les orades PV75. En els animals
PV100 la capacitat de captaciéo de L-alanina no mostra diferéncies significatives al
llarg de l'intesti mentre que la de L-prolina incrementa a mesura que s’avancava en el
tub. L’estudi de I'L-glutamic mostra una patrdé similar per als 4 grups experimentals,
essent la captacido decreixent des dels cecs pildrics fins a lintesti distal, amb
'excepcid de les orades PV50, on la capacitat dabsorcié proximal fou

significativament superior.
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Figura 39. Influx i concentraci6 d’aminoacids essencials (temps = 5 s) a VMAs obtingudes a les 6 hores postingesta
a partir de cecs pilorics (C), intesti proximal (P) i intesti distal (D) d’orades alimentades amb les dietes
experimentals: FP (barres blanques); PV50 (rombes grans); PV75 (rombes petits) i PV100 (barres negres). Les
diferéncies significatives entre les dietes (<0.05) es representen amb lletres; les diferéncies significatives entre

diferents segments es representen amb numeros.
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Figura 41. Influx i concentraci6 d’aminoacids essencials (temps = 5 s) a VMAs obtingudes a les 6 hores postingesta
a partir de cecs pildrics (C), intesti proximal (P) i intesti distal (D) de truites alimentades amb les dietes
experimentals: FP (barres blanques); PV50 (rombes grans); PV75 (rombes petits) i PV100 (barres negres). Les
diferéncies significatives entre les dietes (<0.05) es representen amb lletres; les diferéncies significatives entre
diferents segments es representen amb numeros.
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Figura 42. InfLux i concentracié d’aminoacids no essencials (temps = 5 s) a VMAs obtingudes a les 6 hores
postingesta a partir de cecs pildrics (C), intesti proximal (P) i intesti distal (D) de truites alimentades amb les dietes
experimentals: FP (barres blanques); PV50 (rombes grans); PV75 (rombes petits) i PV100 (barres negres). Les
diferéncies significatives entre les dietes (<0.05) es representen amb lletres; les diferéncies significatives entre
segments es representen amb nimeros. L'estudi de la captacié proximal de L-glutamic i L-prolina no es determina
en algunes de les condicions per manca de mostra.
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Figura 43. Influx i concentracié de D-glucosa (temps = 5 s) a VMAs obtingudes a les 6 hores postingesta a partir de
cecs pilorics (C), intesti proximal (P) i intesti distal (D) d’orades alimentades amb les dietes experimentals: FP
(barres blanques); PV50 (rombes grans); PV75 (rombes petits) i PV100 (barres negres). Les diferéncies
significatives entre les dietes (<0.05) es representen amb lletres; les diferéncies significatives entre diferents
segments es representen amb nimeros.
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Figura 44. Influx i concentracié D-glucosa (temps = 5 s) a VMAs obtingudes a a les 6 hores postingesta partir de
cecs pildrics (C), intesti proximal (P) i intesti distal (D) de truites alimentades amb les dietes experimentals: D.FP
(barres blanques); D.PV50 (rombes grans); D.PV75 (rombes petits) i D.PV100 (barres negres). Les diferencies
significatives entre les dietes (<0.05) es representen amb lletres; les diferéncies significatives entre segments es
representen amb nimeros.
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Les orades FP van mostrar una major captacié de D-glucosa (Fig. 43) a VMAs
d’enterdcits distals, aixi com uns influxes notables a les VMAs de cecs pilorics que
disminuiren de manera significativa en els tres grups de peixos alimentats amb les
dietes reemplagades. Les orades PV50 mostraren captacions de D-glucosa molt
baixes als 3 segments estudiats, suggerint una reducié de la capacitat d’absorcio total
del monosacarid en aquest grup d’experimental. D’altra banda, les orades PV75
versus les FP van incrementar l'influx de D-glucosa a les suspensions vesiculars
proximals i el mantingueren a les distals. En el grup d’animals PV100, en canvi, la
captacio de D-glucosa es va mantenir a la zona proximal i va incrementar a la distal.
No es registraren variacions significatives en expressar els resultats com a influxes
referenciats a proteina o normalitzats a unitats de concentracio.

En termes generals, la capacitat d’absorcié d’aminoacids essencials es veigué reduida
en les orades alimentades amb les dietes de substitucio, especialment en el grup
PV50, on aquesta capacitat disminui de manera significativa per a tots els casos
estudiats. En aquesta espécie, la capacitat d’absorcié d’aminoacids no essencials es
va mantenir en els grups alimentats amb fonts proteiques vegetals, i a excepcié del

grup PV50, la capacitat de captacioé de D-glucosa incrementa.

Els influxes d’aminoacids i les concentracions intravesiculars assolides en VMAs
obtingudes dels diferents segments intestinals a les 6 h postingesta en truites es
mostren a les figures 41 i 42. La captacié a nivell de cecs fou baixa per als 4 grups
experimentals, encara que cal considerar que en aquesta espécie els cecs, al ser
nombrosos i llargs, representen una part important de la superficie absortiva, essent
per tant la seva contribucio total a I'absorcié considerable. En expressar els influxes
d’aminoacids en funcié de la proteina (Grafiques sobre fons blanc), la captacié a
VMAs proximals i distals en les truites FP fou elevada; en les truites alimentades amb
les dietes de substitucio, la captaciéo d’aminoacids a les VMAs proximals va disminuir
de manera significativa per als 4 aminoacids estudiats'®, i a les VMAs distals per la L-
leucina, la L-fenilalanina, el L-glutamic i la L-prolina en els grups PV75 i P100, aixi
com per la L-lisina e pel grup P100. Els fluxes mesurats en VMAs distals, en canvi,
foren més elevats per la captacié de L-lisina en els animals PV50 i la de L-alanina en
els grups PV50 i PV75. Les VMAs obtingudes a partir de la zona proximal dels
animals FP, foren significativament més grans que les obtingudes apartir de les truites
alimentades amb les 3 dietes de reemplagament (25.8, 3.9, 2.1 i 6.7 uL- pg™ prot per

FP, PV50, PV75 i PV100, respectivament; veure taula 24). En normalitzar les mesures

15 No s'estudiaren els fluxes de L-glutamic i L-prolina per manca de mostra.
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d’influx a unitats de concentracio (Grafiques sobre fons gris), la captacié d’aminoacids
a VMAs de cecs pilorics segui essent la menor, seguida per la capacitat de captacio a
intesti proximal i una gran captacio en les VMAs distals. Aquesta darrera fou
especialment important en el grup PV50, augmentant-se en aquest grup la capacitat
de captacié total respecte la resta de grups experimentals de truites.

Els influxes de D-glucosa registrats en les truites FP (Fig. 44) foren alts a les
suspensions vesiculars d’intesti proximal, i menors a les obtingudes a partir de cecs
pilorics i intesti distal. En les truites PV, la captacié del sacarid a les VMAs de cecs
pilorics no es va modificar, perd disminui en les suspensions proximals i va
incrementar en les VMAs distals de les truites PV100. La normalitzaci6 mostra
variacions en la magnitud de l'absorcié del sacarid als 3 tipus vesiculars estudiats,
essent la capacitat de captacio del sacarid mantinguda en els grups PV50 i PV100
versus les truites FP, i incrementant-se en els peixos PV75 per un significatiu

increment de la capacitat d’absorcié del segment proximal.

Per a les dues espécies, s’analitza també la captacié de nutrients als segments
proximal i distal a les 48 o 36 h postingesta (orada, Taula 25; i truita, Taula 26,
respectivament). En les orades FP, la captaci6 d’aminoacids a VMAs proximals
obtingudes 6 h després de la ingesta fou, en termes generals, superior o similar a la
registrada 48 h després de lalimentacié forgada, indicant una tipica situacio
postingesta. Els peixos alimentats amb les dietes de substituci6 mostraren en aquest
segment un increment de la capacitat de captacio en el temps llarg estudiat, suggerint
una regulacié a l'alga dels transportadors per efecte del deju. En les VMAs distals
s’observa el fenomen invers, essent la captacio a les 48 h major en els animals FP, i
mantinguent-se o disminuint en les orades alimentades amb les dietes substituides.

Les truites (Taula 26) mostraren influxes superiors a les 6 h en comparacié als
registrats a les 36 h, indicant un increment postingesta de la capacitat de transport, a
excepcid dels segments proximal del grup PV75 i distal del grup PV100, on els valors

obtinguts als dos moments estudiats (6 i 48 h postingesta) foren similars.
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Taula 25. Influxes d’aminoacids i D-glucosa (pmols. mg-! proteina. s) a VMAs obtingudes a partir d'intesti proximal

(a) o distal (b) d’orada a les 6 i 48 hores postingesta.

a Temps (h) FP PV50 PV75 PV100
L-leucina 6 261.9+11.4+ 201£0.3 1151+ 6.1 401+£34
48 164.8 £9.9 185.6 £ 7.5* 170.2 £10.3* 81.0+3.5¢
L-lisina 6 462.2 £15.7* 255+18 455+1.3 3311441
48 198.4 £ 274 130.0 £12.7* 84.3+2.8* 155.0 £ 9.3+
L-fenilalanina 6 329.0+6.2 31.7+11 175.0+£5.9 62.8+1.1
48 459.4 +18.6* 2701 £ 11.5¢ 242.4 +18.9 412.0 £17.5*
L-alanina 6 737144 13.6 1.1 102.7£11.0 258+1.2
48 63.6+£5.0 104.48 £ 1.4+ 1361277 2714 £ 4.6
L-glutamic 6 245+28 349+1.9 259+09 30427
48 28.1+41 259+1.6 426 £0.9¢ 309+0.7
L-prolina 6 110.3£10.5 155+23 137.2+£10.9 39.9+38
48 90.0+£9.0 196.3 £ 14.0* 278.8 + 18.4* M7.7+£7.9*
D-glucosa 6 91.8+85 18.2+19 3634 +£27.4 98409
48 230.5 £ 14.6* 555.7 + 34.0* 659.4 + 52.1* 195.2 + 12.8*
b Temps (h) FP PV50 PV75 PV100
L-leucina 6 158.3£26.9 1659+ 7.2 317.7 £15.3+ 1448175
48 372. £11.2+ 2115+ 11.0+ 227.3+154 199.9 + 8.8+
L-lisina 6 323.2 £ 216+ 621.3 £20.2+ 774.4 £29.2+ 346.8 + 20.0+
48 721+3.0 301.6+19.7 384.7 + 36.6 54.5+ 3.1
L-fenilalanina 6 250.1£12.0 337.7+£19.7 5494 +9.9 2435+ 131
48 3254 £ 7.1+ 725.0 + 46.2+ 569.3 + 20.1 2542 £17.3
L-alanina 6 68.2+34 65.6 £ 30.6+ 129.4 + 5.5+ 58.7+£79
48 261.8+6.1+ 39314 81.8+35 139.6 £ 11.3+
L-glutamic 6 199111 33.0+138 58.9 £ 2.2+ 355+1.0
48 33.6 £ 1.6+ 364+25 46.4+2.8 355+1.0
L-prolina 6 1154148 103.2+3.5 183.0 £ 14.3 179.8+6.3
48 231.2 £ 74+ 177.2 £ 10.0+ 231.2 £ 16.9+ 1725+ 3.9
D-glucosa 6 207.2+249 39.9+£39.3 277.9+12.2 490.6 £31.9
48 676.0 + 12.6+ 150.0 £ 4.9+ 482.2 £ 254+ 597.5 + 14.3+
Els resultats es presenten com la mitiana + S.E.M. de 4 determinacions. Les diferéncies significatives (p<0.05) en
els fluxes de nutrients entre les 6 i les 48 h postingesta es representen amb una creu. Els volums vesiculars
obtinguts a les 6 i a les 48 h postingesta no presenten diferéncies significatives (dades no mostrades).
Taula 26. Influxes d’aminoacids i D-glucosa (pmols. mg-! proteina. s-') a VMAs obtingudes a partir d'intesti proximal
(a) i distal (b) de truita a les 6 i 36 hores postingesta.
a Temps (h) FP PV50 PV75 PV100
L-leucina 6 663.6 + 32.4+ 268.7 £ 104+ 178.6 £ 14.6 332.7 £ 46.5+
36 1249+6.8 66.1+£3.3 2079+21.2 734+39
L-lisina 6 939.8 + 56.0+ 4152 £ 9.3+ 269.3+9.0+ 381.9+17.2+
36 161176 88.5+6.1 210.7 £ 10.0 116.5+2.9
L-fenilalanina 6 1611.5 £ 106.8+ 2635+ 1.1+ 208.9+6.6 418.0 £ 25.5+
36 346.9+ 194 151.4 £10.6 400.5 + 22.4+ 1473+7.0
L-alanina 6 4185+ 23.7+ 156.0 £ 31.7+ 171.3 £43.9+ 176.8 £ 12.5+
36 71.35+4.3 450+ 2.1 130.9+55 480+ 24
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Ester Santigosa i Culi

b Temps (h) FP PV50 PV75 PV100
L-leucina 6 944.3 +57.8+ 821.2 +14.9+ 627.1 £12.2+ 459.7 +23.0
36 658.9 +62.2 11.0 £0.2 185.8 +8.2 769.8 + 194.3
L-lisina 6 875.9 +22.8+ 1063.2 £26.9+ 869.1 +40.0+ 565.7 £37.6
36 514.2 +37.7 162.5 £9.5 322.0 +14.1 563.6 +7.8
L-fenilalanina 6 844.2 +39.9+ 71.7+43 4738 +9.4+ 414.7 +35.1
36 490.0 +35.5 103.6 £2.7+ 141.0 +4.7 400.3 £22.2
L-alanina 6 106.1 £ 8.7+ 2644+ 9.5+ 193.1 £ 4.7+ 133.0 £ 4.9+
36 439+23 735+4.0 1102+ 1.8 1005 +7.0
L-glutamic 6 1124 £ 131+ 65.9 + 2.2+ 62.2 + 3.3+ 60.9 4.7
36 61.2+56 428+17 435+1.8 71.2+43
L-prolina 6 262.4 + 153+ 147.0 £ 8.9+ 1332 £17.1+ 159.4 £ 7.1
36 167.5 + 34.7 333+ 2.1 30.3+0.9 154.4% 1.9
D-glucosa 6 479+23 69.9 + 3.0+ 522+ 1.2+ 187.0 £ 5.4+
36 36.3+2.7 359+ 1.0 412£19 52.7+3.9

Els resultats es presenten com la mitia + S.E.M. of 4 determinacions. Les diferéncies significatives (p<0.05) en els
fluxes de nutrients entre les 6 i les 48 h postingesta es representen amb diferents lletres. L'influx proximal de L-
glutamic i L-prolina no es determina per manca de mostra. Els volums vesiculars obtinguts a les 6 i a les 48 h
postingesta no presenten diferéncies significatives (dades no mostrades).

Finalment, a 'orada, es va estudiar I'efecte de la substitucié de la farina de peix per
ingredients vegetals sobre la histologia de lintesti proximal (Fig. 45). Les orades
alimentades amb la dieta PV100 mostraren una integritat de les capes serosa i
muscular externa disminuida en relacio a les altres dietes, on aquestes zones
apareixen ben estructurades. A més, la longitud de les vellositats va disminuir en la

dieta de maxima substitucio, i la presencia de cél-lules mucoses es veigué també

reduida.
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Figura 45. TaIIs transversals dintesti dorades allmentadeé amb les dletes FP (
(d; h) (4x; 10x). En les imatges es poden observar de fora cap a dins: serosa
(Muc) i vellositats (V). H-E.

a;e),
(S),

PV50 (bif), PV75 (c; g) i PV100
muscular externa (ME), mucosa



DISCUSSIO

El reemplagament d’alts percentatges de farina de peix per altres fonts proteiques en
'elaboracié6 de pinsos per peixos carnivors és, ara per ara, una prioritat de
'aquicultura. Les farines vegetals semblen ser bons substituts, perd contenen factors
antinutricionals (Tacon, 1995; Francis et al., 2001) que afecten, entre molts altres,
lactivitat digestiva (Guillaume i Métallier, 2002; Glencross, 2001), limitant la
disponibilitat de nutrients per inhibicioé de les proteases intestinals (Alarcén et al., 1999;
Moyano et al., 1999), per afectacié de la motilitat del bolus alimentari (Storebakken et
al., 1998), o per afectacio de la histologia intestinal (Robaina et al., 1995); modificant
en ultima instancia I'absorcié de nutrients.

D’altra banda, el diferent perfil aminoacidic de la farina de peix versus les fonts
proteiques vegetals fa necessaria la utilitzacié de barreges d’ingredients (Smith et al.,
1988; Moyano et al., 1992) que permetin aproximar la composicié de la dieta al perfil
requerit pels peixos, tot i que en molts casos cal addicionar aminoacids que poden
modificar també els processos d’absorcid (Rodehutscort et al., 1995a,b,c). Les
diferents farines, a més, poden presentar diferents velocitats de digestio (Alarcén et al.,
2002), fent que, juntament amb els aminoacids addicionats, la disponibilitat de
nutrients al lumen intestinal difereixi tant en el temps com en I'espai en comparacio
amb la disponibilitat existent quan s'utilitza uUnicament farina de peix en la dieta
(Krogdahl et al., 1999).

Diversos autors han descrit disminucions de l'activitat proteolitica intestinal en utilitzar
fonts vegetals en la dieta de I'orada (Venou et al., 2003; Robaina et al., 1995). Aquest
descens de I'APT s’observa també en les orades alimentades durant 12 setmanes
amb les dietes PV testades en el present treball, essent aquesta disminucié dosi-
dependent. El descens registrat esta relacionat amb una disminuciéo de [l'activitat
quimotripsina, i també d’'una de les activitats tripsina (banda de 90 Kda) en les orades
PV100. Pero es detecta també un increment en algunes activitats tripsina, que podria
estar relacionat amb l'aparicié d’'un mecanisme de compensacié a mig termini, com el
descrit a llarg pla¢ per Krogdahl et al. (1994) en salmons alimentats amb dietes que
contenien inhibidor de tripsina de soja purificat. Com que les diferents proteases tallen
les proteines en diferents punts (Guillaume i Métallier, 2002), aquests canvis en la
relacié tripsina/quimotripsina podrien implicar una disponibilitat diferencial
d’oligopéptids i aminoacids, que podria portar a un imbalang de nutrients en aquesta

especie.
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En truita, els nivells d’APT es van veure molt afectats per la inclusié d’alts percentatges
de farina vegetal en la dieta, mostrant una drastica disminucié del pic d’activitat
proteolitica postingesta en els animals PV, i essent el pic inexistent en el grup PV100.
En aquest sentit, Sandholm et al, (1976) i Kroghdal et al. (1994) van descriure la truita
com una especie altament sensible als inhibidors de proteases vegetals, mostrant una
relacid directa entre el percentatge de soja present a la dieta i el decrement de la
disponibilitat de proteina i energia. En aquest treball, la desaparicié de totes les
bandes proteoliques actives als zimogrames corresponents dels animals PV,
suggereix una supressié del mecanisme de retroalimentacié pancreatic descrit per
Dabrowsky et al., (1989) en truites alimentades amb dietes suplementades amb soja,
encara que les truites alimentades amb la dieta rica en soja (PV47) de I'experiéncia
anterior no modificaren el perfil dAPT en comparar-les amb el grup de menor
substitucio.

D’altra banda, els nivells d’activitat proteolitica basals (considerats com els temps
llargs mostrejats) foren més alts en les truites que en les orades, fet que podria
explicar el manteniment de les taxes de creixement en les primeres malgrat la

desaparicié del pic d’activitat proteolitica postingesta.

S’ha descrit que existeix una relacid entre els nivells d'a-amilasa i els habits
alimentaris (Buddington et al., 1997; Guillaume i Chourbet, 2002). En aquest sentit, les
truites (carnivores) mostraren per aquest enzim valors inferiors en comparacié a les
orades (omnivor ocasional). A més, I'activitat a-amilasa fou menor a ’APT en ambdues
espécies, d’'acord amb diferents treballs que indiquen que la capacitat de digestio dels
carbohidrats en espécies carnivores sembla estar genéticament programada per ser
baixa (Buddington et al., 1997).

En les truites alimentades amb les dietes PV I'activitat a-amilasa no es va modificar de
manera significativa en comparar-los amb els peixos FP. En aquest sentit, Cahu i
Infante (1995) ja la van descriure com una espécie que presenta una baixa capacitat
per modificar aquestes activitats per canvis en la dieta. La disminucié dels nivells d’'a-
amilasa en les orades alimentades amb les dietes PV podria d’altra banda relacionar-
se amb la unié de les sals biliars a alguns factors antinutricionals de la dieta, com per
exemple els oligosacarids (Storebakken et al., 1998), que afectarien aquest procés

digestiu.

Les capacitats d’absorcio dels carbohidrats en els peixos si que poden presentar

variacions en resposta a la dieta, tot i que les taxes de transport sén molt inferiors en
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comparaciéo a les dels mamifers carnivors (Buddington et al., 1991). Els estudis
referents a la capacitat d’absorcié de glucosa, pero, difereixen segons els treballs. Aixi,
Titus et al.,, (1991) mostren un increment en l'absorcié de D-glucosa en tilapes
alimentades amb dietes riques en carbohidrats, i resultats similars es descriuen en
carpa (Buddington et al., 1987), mentre que les truites no semblen modular el transport
d’'aquest sacarid en resposta a la dieta (Buddington i Hilton, 1987). En el present
treball, les dues espécies responen a alts percentatges de substitucioé de la farina de

peix incrementant la capacitat de captacié de glucosa.

S’ha descrit que l'absorcié dels aminoacids, igual que l'absorcié de sucres, esta
geneticament programada d’acord amb la composicié natural de la dieta (Ferraris i
Ahearn, 1983; Buddington et al., 1987), i que a diferéncia dels mamifers, els
transportadors d’aminoacids estan presents al llarg de tot el tracte intestinal, encara
que poden existir diferéncies entre les espécies (Collie i Ferraris, 1995, presents
resultats). Malgrat que Buddington et al. (1987) descriuen taxes de captacio
d’aminoacids comparables entre peixos amb diferents habits alimentaris, cal esmentar
que existeixen marcades diferéncies entre els peixos d’aigua dol¢a, que poden
acumular-los fins a concentracions superiors a les del lumen, i els peixos marins, que
no poden acumular a lI'enterocit aminoacids a concentracions superiors a les del
lumen, bé per un gran reflux, bé per una metabolitzacié intracel-lular important de les
molécules una vegada captades (Ferraris, 1992; Ferraris i Ahearn, 1983) i que estan
d’acord amb les diferents magnituds en les capacitats d’absorcié de les dues espécies
estudiades en aquest treball. Bakke-McKellep et al. (2000) atribueixen a l'intesti distal
un paper poc important en I'absorcié de nutrients en salmonids, encara que Ferraris i
Ahearn (1984) postulen una important contribucié d’aquest segment en la captacio
d’aminoacids en peixos carnivors. Diferéncies en les técniques usades en els diferents
treballs, la diferent expressio de les dades, la manca d’informacié dels moments
postingesta en qué s’han realitzat els estudis, i I'existéncia de pocs treballs en qué
s’abordin les modificacions en la capacitat d’absorcié d’aminoacids en administrar

diferents dietes als peixos, fan dificil la comparacioé dels presents resultats.

El desplacament de la capacitat de transport de nutrients des de la zona intestinal
proximal fins a la part més distal de lintesti en les dues espécies estudiades
alimentades amb les dietes de substitucio, suggereix la preséncia d’'un mecanisme de
compensacié que permetria I'absorcid de nutrients a la zona més allunyada de

'estomac, proporcionant més temps als processos de digesti6 que estan, com s’ha
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descrit, empitjorats. La manca de treballs que utilitzin aquestes técniques en peixos
alimentats amb dietes de reemplagament, perd, en dificulta una vegada més la
comparacio, malgrat que s’ha descrit en mamifers carnivors la capacitat de regular el
transport d’aminoacids en resposta a una dieta rica en proteina utilitzant sacs d’intesti
invertits (Buddington et al., 1991), o la disminucio de les taxes de captacié en cecs
pildrics de peixos sotmesos a deju (Golovanova, 1992).

La disminucié de la capacitat total de captacio en les orades i les truites PV100 indica
una menor absorcioé de nutrients en aquests animals. Aquesta menor captacié portaria
a un imbalang o déficit d’'aminoacids, que es veu reflexat en el menor pes assolit pels
animals després de 12 setmanes de creixement. S’ha d’assenyalar, perd, que
'aparicid6 de mecanismes de compensacio, com l'increment en la longitud intestinal
relativa en les dues espécies o la tendéncia a augmentar el temps de transit intestinal i
la produccié de determinades activitats proteasa en l'orada, van permetre que les
diferéncies en els pesos finals assolits pels diferents grups experimentals fossin menys
acusades en experiéncies de cicle complert on s’utilitzaren les mateixes dietes
(Gémez-Requeni et al, 2004; de Francesco et al., 2004).

L’'increment de la capacitat de captacié de nutrients als temps llargs estudiats en orada
indica una regulacié a I'algca dels transportadors en una situacié de deju a curt termini;
en les truites aquest mecanisme no es detecta, encara que cal tenir en compte que els
temps postingesta estudiats foren diferents i, per tant, els resultats no totalment
comparables.

La preséncia d’'ingredients vegetals en la dieta, d’altra banda, podria ser la causant de
les alteracions en I'estructura de lintesti proximal de les orades PV100, ja que en
altres espécies s’ha relacionat I'aparicié d’enteritis a la zona intestinal distal amb la

preséncia de factors antinutricionals en la dieta (Krogdahl et al., 1994).

En resum, malgrat I'afectacié de les proteases digestives, principalment en la truita,
una disminucié de les capacitats d’absorcié de nutrients en ambdues espécies, i
l'alteracié de la histologia intestinal descrita en orada, I'aparici6 de mecanismes de
compensacio en els animals després de 12 setmanes de creixement (I'increment de
les activitats tripsina en I'orada i els augments de la capacitat d’absorcié de nutrients a
la zona distal i de la longitud intestinal relativa en les orades i les truites) va permetre
taxes de creixement similars al grup FP en les dues espécies en incloure en la dieta

fins a un 75% de proteina d’origen vegetal.
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4.1.3. DIETES DE DOBLE SUBSTITUCIO

DISSENY EXPERIMENTAL

Animals

Juvenils d’orades (Sparus aurata) provinents de Ferme Marine de Douhet (lle d’Oleron,
Franga) es van aclimatar a les instal-lacions de l'Institut d’Aquicultura de Torre la Sal

(C.S.I.C, Castelld) durant 20 dies en un sistema d’aigua marina interior.

Dietes

Després d'establir que la dieta de les orades podia contenir almenys un 75% de
proteina d'origen vegetal sense una disminucié important del creixement (apartat 4.1.2;
de Francesco et al., 2004; Gémez-Requeni et al., 2003), es van formular cinc dietes
experimentals (Taula 27) per testar la substitucié simultania de la farina i I'oli de peix.
Quatre dietes contenien un 75% de proteina d'origen vegetal (gluten de blat de moro,
soja i extrusionat de blat), i diferents percentatges de substitucio de l'oli de peix per ol
d’origen vegetal (una mescla de llavor de colza, llinosa i oli de palma): 0, 33, 66 i 100%
(dietes 75PV.OP, 75PV.330V, 75PV.660V, 75PV.0V, respectivament). Es formula
una cinquena dieta en qué s’usa un 50% de proteina d’origen vegetal (gluten de blat
de moro i extrusionat de blat) i es substitui totalment I'oli de peix (dieta 50PV.0OV). Les
dietes eren isoproteiques, isoenergetiques i isolipidiques. El reemplagament de I'oli de
peix per olis vegetals va modificar el perfil d’acids grassos de les dietes, disminuint
gradualment la presencia d'acids grassos n-3 HUFA a mesura que incrementava la
inclusié d’olis vegetals. La taula 28 mostra la composicié detallada d’acids grassos per

a les 5 dietes experimentals testades.

Periode de creixement

1200 animals (16.2 + 0.05 g) es van distribuir aleatdriament en 15 tancs experimentals
de fibra de vidre de 0.5 m®, i es realitza una experiéncia de creixement durant 10
setmanes (del 23 de maig al 5 d'agost de 2005) sota condicions de fotoperiode i
temperatura naturals. Durant aquest temps les orades van alimentar-se manualment
dues vegades al dia fins a la sacietat amb la dieta experimental corresponent. Els

resultats de biomassa reportats es mostren a la taula 29.
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Taula 27. Composicié aproximada, ingredients utilitzats i aportacié de cada ingredient al contingut total de proteina
de les dietes experimentals.

Composici6 aproximada 75PV. T75PV. T5PV. T75PV. 50PV.
OP 330V 660V OV oV
Matéria seca (MS, %) 9342 9416 9479 95.38 95.54
Proteina (% MS) 48.98 48.78 49.03  48.65 49.61
Grasses (% MS) 2219 2226 2211 2231 22.04
Cendres (% MS) 6.54 657 6.62 641 6.91
Energia bruta (MJ- Kg MS1) 24.72 2471 24.65 24.49 24.41
75PV. T75PV. T75PV. T75PV. 50PV.
OP 330V 660V OV oV
Farines i extrusionats ~ Farina de peix (CP70) 150 150 150 150 350
CPSP 90 50 50 50 50 50
Gluten de blat de moro 400 400 400 400 277.0
Soja 143.0 143.0 143.0 143.0 0
Extrusionat de blat 40 40 40 40 147.0
Olis Oli de peix 155.0 1015 515 0 0
Oli de colza 0 8.5 170 258 23.1
Oli de llinosa 0 290 580 88.0 79.0
Oli de palma 0 125 250 388 34.0
Vitamines Lecitina de Soja 10 10 10 10 10
[ Lligand 10 10 10 10 10
LLigands Mix de minerals 10 10 10 10 10
Mix de vitamines 10 10 10 10 10
CaHPO4:2H,0 (18%P) 20 20 20 20 0
Suplementacio L-Lys 5.5 5.5 5.5 5.5 0
Ingredient 75PV. 75PV. T75PV. T75PV.  50PV.
(g proteina aprotats - Kg pinso) OP 330V 660V OV ov
Farines i extrussionats  Farina de peix (CP70) 104.8 244.6
CPSP 90?2 45 45.0
Gluten de blat de moro 71.2 535
Soja 50.3 -
Extrusionat de blat 174 16.5
Suplementacio L-lisina lliure 55

Aproximacions realitzades segons les dades aportades per I.N.R.A. (2002).
Les 5 dietes foren extrusionades.
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Taula 28. Composicié d'acids grassos (% acids grassos metil ésters) de les dietes experimentals.

% d’acids grassos 75PV. T75PV. 75PV. 75PV. 50PV.
OP 330V 660V OV ov
14:0 5.6 3.7 1.9 0.5 0.8
15:0 0.4 0.3 0.2 0.1
16:0 190 193 177 176 17.1
16:1n-7 4.7 3.1 1.5 1.0
16:2 0.2 0.1 - -
16:3 - - 0.1
16:4 0.4 0.3 - -
17:0 0.3 0.2 0.2 0.3
18:0 2.4 2.8 2.8 3.2 3.2
18:1n-9 142 196 238 275 26.8
18:1n-7 1.2 0.8 - - -
18:2n-6 13.2 168 196 217 17.4
18:3n-3 1.6 92 162 239 23.1
18:4n-3 2.1 1.4 0.9 0.2 0.4
20:0 - 0.2 0.3 0.3 0.2
20:1n-9 6.80 461 295 1.06 1.89
20:2n-6 0.12 0.08 0.09 - 0.06
20:3n-6 - - - 0.04
20:3n-3 0.05 - 0.08 - 0.05
20:4n-6 029 019 0.28 0.07 0.12
20:4n-3 034 022 017 - 0.11
20:5n-3 (EPA) 66 434 24 075 1.66
22:1n-11 1043 6.95 3.68 0.96 1.74
22:2n-6 0.17 - 0.11 0.07 0.07
22:5n-3 047 018 026 0.1 0.12
22:6n-3 (DHA) 71 474 272 0.75 2.21
24:0 - - - 0.21 -
24:1n-9 0.38 -
Total 978 99.1 981 99.2 95.5
Saturats 2717 265 229 22 21.7
Monoenes 374 351 323 295 31.4
n-3 HUFA 1456 948 563 1.6 4.1
n-6 HUFA 058 027 048 0.14 0.29
EPA + DHA 13.7 9.08 512 15 3.87
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Taula 29. Pesos finals assolits i index de creixement especific al final de I'experiéncia de creixement.

Pes final (g)

SGR (% - dia")

75PV.OP 91.7+042

235£0.012

75PV.330P  91.3+0.92

233£0.012

75PV.660P  91.1+1.22

2.33+0.022

75PV.0V 80.9+0.3b

2.18£0.01°

50PV.OV 882082

229£0.012

Presa de mostres

Els valors es presenten com la mitjana + S.E.M. de grups
triplicats per a cada dieta experimental. Les diferéncies
(p<0.05) per a cada parametre s'assenyalen amb lletres.
En les dietes 75 el 75% de proteina és d'origen vegetal.
La dieta 75PV.0OV conté oli de peix com a font de lipids,
en les dietes 75PV.330V, 75PV.660V i 75PV.0OV l'oli de
peix s'ha reemplacat en un 33, 66 i 100% per una mescla
d'olis vegetals. En la dieta 50PV.0V el 50% de la proteina
i el 100% de l'oli s6n d'origen vegetal. SGR (% - dia) =
100* (In Wt — Wo)/t. Wr i Wo representen el pes final i el
pes inicial respectivament; t és el periode de creixement
en dies. Dades projecte 56544851SR68007.

7 dies després de finalitzar I'experiéncia de creixement, es va realitzar una prova

postprandial: 5 i 24 h després de que els animals fossin alimentats de manera manual,

10 orades per condici6 es van sacrificar, pesar i mesurar. Els peixos es van

disseccionar i es van obtenir els tractes digestius. A les 5 h postingesta, el primer

segment proximal (de 0.5 cm aproximadament) va recol-lectar-se per als analisis

enzimatics. Els cecs pildrics, la resta d'intesti proximal i I'intesti distal es van rentar en

sali isosmotic que contenia PMSF, i es van congelar i conservar a -80°C per als

estudis de transport de nutrients. A les 24 h postingesta, va obtenir-se un segment de

0.5 cm d’intesti proximal per a I'estudi histologic.

Analitiques
Tipus d’analisi Métode utilitzat Referéncia Segment estudiat
Histologia 34.1 Proximal
Activitat proteolitica total Métode de Walter 3.4.2.1 Proximal
Activitats proteasa especifiques 3.4.2.2 Proximal
Fluxes de nutrients 3.4.3.3 Cecs, proximal, distal
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RESULTATS: DIETES AMB UN 75% DE PROTEINA VEGETAL. EFECTE DE LA
INCLUSIO D'OLI VEGETAL

Només la substitucié del 100% de I'oli de peix va provocar una disminucio significativa
del pes final assolit per les orades, i també de I'index de creixement especific en els
peixos utilitzats en I'experiencia postingesta (-11.8 i -7.2%, respectivament. Taula 30) i

en els valors de biomassa reportats en I'experiéncia de creixement (Taula 29).

Taula 30. Pesos finals i index de creixement especific (SGR) dels animals mostrejats en I'experiéncia postingesta.

Pesfinal (9)  SGR (% -dia“) Els valors es presenten com al mitjana + S.E.M. dels 20

75PV.OP 1057+ 21 a 231+0022 animals mostrejats per a cada dieta en I'experiment
' o T postprandial. Les diferéncies (p<0.05) per a cada

75PV.330P  103.4+2.0 @ 2.29+0.022 parametre s'assenyalen amb diferents lletres. La dieta
75PV.OP conté oli de peix com a font de lipids; en les
75PV.660P 101.043.0a 2.24+0.04 3 dietes 75PV.330V, 75PV.660V i 75PV.0V l'oli de peix

s’ha reemplacat en un 33, 66 i 100% per una mescla d'olis

75PV.0V +2.1¢b + b
2421 214+003 vegetals. SGR segons Dabrowsky et al. (1985). SGR (% -

diat) = 100* (In Wi — Wo)/t. Wy i Wo representen el pes
final i el pes inicial respectivament; t és el periode de
creixement en dies.

La longitud intestinal relativa (Taula 31) mostra una tendéncia a disminuir en els grups
on I'oli de peix es va substituir, diferéncia que fou significativa en les orades 75PV.0V,

denotant que aquest parametre esta influenciat per la substitucié de I'oli de peix.

Taula 31. Longitud intestinal relativa (LIR) dels animals mostrejats en I'experiéncia postingesta.

LIR (mm intesti - g1 peix)

75PV.OP 406+0.172 Els valors es presenten com la mitjana + S.E.M. dels 20 animals

mostrejats per a cada dieta experimental. Les diferéncies (p<0.05) per a

75PV.330P 3.56+0.15% cada parametre s'assenyalen amb diferents lletres. La dieta 75PV.OP

75PV.660P 3.55 + 0.19 conté oli de peix com a font de lipids; en les dietes 75PV.330V,
75PV.660V i 75PV.0V l'oli de peix s’ha reemplagat en un 33, 66 i 100%
75PV.0V 3.35+£0.18" per una mescla d'olis vegetals.

S’estudia I'activitat proteolitica total a la zona proximal de l'intesti 5h després de la
ingesta per als 4 grups experimentals (Fig. 46). En els peixos alimentats amb les dues
dietes de major substituci6, els valors d’APT foren significativament inferiors que els
obtinguts en les orades 75PV.OP i 75PV.330V. En aquests darrers grups, els
zimogrames van mostrar 4 bandes amb activitat proteasa, amb pesos moleculars
d’entre 60 i 25 Kda, presentant les dues bandes de major pes molecular activitat tipus

tripsina, i les dues de menor pes molecular activitat de tipus quimotripsina (Veure pag.
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ACTIVITAT PROTEOLITICA TOTAL

109). Les bandes de 55 i 25 Kda foren de major intensitat que les de 60 i 50 Kda. La
intensitat de totes elles va disminuir en els peixos 75PV.660V i 75PV.0V,
desapareixent les bandes de 55 i 25 Kda en els peixos alimentats amb la dieta de

reemplacament total.

10

Ct C2 C3 C4

—| o

H o

(U- mg™ prot - min™)

75PV.0V  75PV.330V 75PV.660V  75PV.0V

Figura 46. (a) Activitat proteolitica total a les 5 h postingesta. Els valors es presenten com la mitiana + S.E.M. de 10
animals. Les diferéncies significatives (p<0.05) entre les diferents dietes es representen amb lletres. (b) Zimogrames
d’homogeneitzats d'intesti proximal a les 5 h postingesta en orades alimentades amb les 4 dietes experimentals.
Columna (C) 1 = dieta 75PV.0OP; C2 = 75PV.330V; C3= 75PV.660V; C4 = 75PV. OV.

Es van obtenir vesicules de membrana apical d'enterocit a partir dels diferents
segments intestinal de les orades alimentades amb les 4 dietes experimentals. En
elles s’estudia la captacié d’aminoacids, glucosa i linoleic, i es va determinar el volum
vesicular en funci6 de la proteina. EI volum de les VMAs obtingudes fou
significativament superior en les suspensions vesiculars d'intesti distal en comparacio
a les suspensions de cecs pilorics i intesti proximal (Taula 32). A més, el volum de les
suspensions vesiculars proximals obtingudes en els peixos alimentats amb les dietes
de doble substitucié fou superior, essent significatiu en les orades 75PV.660V i
75PV.0V. Tenint en compte aquestes dades, una vegada més, les captacions de
nutrients es presenten com a influxes referenciats a la quantitat de proteina de la
mostra (Figs. 47, 48, 49 i 50. Grafigues sobre fons blanc) i normalitzats a la
concentracié intravesicular (Figs. 47, 48, 49 i 50. Grafiques sobre fons gris).

En funcio de la proteina de la suspensioé vesicular, la captacié d’aminoacids essencials
(Fig.47) i de L-prolina (Fig. 48) incrementa en substituir I'oli de peix de la dieta per olis
d’'origen vegetal, sense mostrar perd0 una relacié dosidependent amb els graus
d’inclusi6 d'olis vegetals testats. L'estudi dels influxes de L-alanina, L-glutamic (Fig. 48)

i D-glucosa (Fig. 49) mostra menors modificacions en resposta a la dieta administrada.
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Taula 32. L-alanina retinguda a I'equilibri i volum vesicular en funci6 de la proteina de les vesicules obtingudes a
partir dels cecs pilorics (C) segments proximal (P) i distal (D) d’orada.

C 389.1+4152 129+ 0.132
P 426.7 +13.3b2 1.42 + 0.04 b2
D 14925+ 10281 497+ 0.341
c 4955+54.02 1.65+0.182
P 543.4 +158.7 b2 1.81+0.50b2
D 19436+ 19731 6.48+£0.661
c 538.8 £120.32 1.79+£0.402
P 1155.2 £190.2 12 3.85£0.63 212
D 1692.2 £28251 56410941
c 631.6+35.42 2.10+0.122
P 844.3 £ 87.5abz2 2.81£0.29 ab2
D 1410.6 £50.21 470+£0.171

Els resultats es presenten com la mitjana + S.E.M. d’'un minim de 6 determinacions per a cada condicid. Les
diferéncies significatives (p<0.05) entre les dietes es representen amb diferents lletres. Les diferéncies significatives
entre els segments intestinals es representen amb diferents ndmeros. Cecs pildrics (C), intesti proximal (P) i distal

(D).

S’estudia també el flux de linoléic a les vesicules (Fig. 50), observant-se que aquest
disminuia significativament en VMAs de cecs pilorics i intesti distal en incloure en la
dieta olis d’origen vegetal. Cal esmentar que la presencia d’aquest acid gras augmenta
un 1.27, 1.48 i un 1.64 en la dieta quan I'oli de peix es reemplaca en per un 33, 66 i
100% d'olis vegetals, respectivament. En corregir els influxes obtinguts per la quantitat
de linoléic administrat, la capacitat d'absorci6 fou similar per als quatre grups
experimentals (Fig. 50).

En estudiar la concentracié assolida pels diferents aminoacids a les VMAs després de
5 s dincubacié (Figs 47 i 48. Grafiques sobre fons gris), s'observa que aquesta
disminuia en avancar al llarg del tracte intestinal. Aquesta disminuci6 fou significativa
per la L-lisina i la L-fenilalanina, mentre que en la L-leucina, L-glutamic i L-prolina
s'observa només una tendéncia. Per a la L-alanina no s'observa un patr6é clar de
regionalitzacio.

La concentracié intravesicular de D-glucosa (Fig. 49) fou significativament més
elevada les VMAs obtingudes de la zona proximal de les orades alimentades 75PV.OP
que en les VMAs proximals de la resta de grups experimentals. En el cas del linoléic
(Fig. 50), la major concentracié es va assolir a les vesicules de cecs pilorics dels
animals alimentats amb la dieta que contenia oli de peix.

Cal assenyalar que el progressiu increment d’olis vegetals en la dieta de I'orada no
modifica significativament la concentracié intravesicular d’aminoacids, indicant una
capacitat d’absorcié similar en els 4 grups d’animals. La capacitat d’absorciéo de D-

glucosa i de difusio del linoléic, en canvi, fou inferior en el peixos OV.
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Figura 47. Influx i concentracio intravesicular d'aminoacids essencials en VMAs obtingudes a les 5 hores postingesta
a partir de cecs pilorics (C), intesti proximal (P) i intesti distal (D) d'orada. Els resultats es presenten com la mitja +
S.E.M de 8 determinacions. Les diferéncies significatives (p<0.05) en els fluxes d’aminoacids entre dietes es
representen amb diferents lletres. Les diferéncies significatives en la captacié entre segments intestinals es
representen amb numeros. Dietes: 75PV.OP (barres blanques); 75PV.330V (diagonals grans); 75PV.660V
(diagonals petites) i 75PV.OV (diagonals negres).
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Figura 48. Influx i concentracié intravesicular d’aminoacids no essencials en VMAs obtingudes a les 5 hores
postingesta a partir de cecs pilorics (C), intesti proximal (P) i intesti distal (D) d'orada. Els resultats es presenten com
la mitjia + S.E.M de 8 determinacions. Les diferéncies significatives (p<0.05) en els fluxes d’'aminoacids entre dietes
es representen amb diferents lletres. Les diferéncies significatives en la captacié entre segments intestinals es
representen amb ndmeros. Dietes: 75PV.OP (barres blanques); 75PV.330V (diagonals grans); 75PV.660V
(diagonals petites) i 75PV.OV (diagonals negres).
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Figura 49. Captacié i concentracio intravesicular de glucosa en VMAs obtingudes a les 5 hores postingesta a partir
de cecs pilorics (C), intesti proximal (P) i intesti distal (D) d'orada. Els resultats es presenten com la mitja + S.E.M de
8 determinacions. Les diferéncies (p<0.05) en els fluxes entre dietes es representen amb diferents lletres. Les
diferéncies en la captacié entre segments intestinals es representen amb ndmeros. Dietes: 75PV.OP (barres
blanques); 75PV.330V (diagonals grans); 75PV.660V (diagonals petites) i 75PV.0V (diagonals negres).
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Figura 50. Captacio i concentracid intravesicular de linoléic en VMAs obtingudes a les 5 hores postingesta a partir de
cecs pilorics (C), intesti proximal (P) i intesti distal (D) d'orada. Els resultats es presenten com la mitja = S.E.M de 8
determinacions. Les diferéncies significatives (p<0.05) en els fluxes entre dietes es representen amb diferents
lletres. Les diferéncies significatives en la captacié entre segments intestinals es representen amb nimeros. Dietes:
75PV.OP (barres blanques); 75PV.330V (diagonals grans); 75PV.660V (diagonals petites) i 75PV.0V (diagonals

negres). La correccio pel contingut dietari es féu tenint en compte el contingut de linoléic de la dieta administrada.
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Modulacio dels Processos Digestius en Resposta a la Composicié de la Dieta en Orada i Truita Irisada

L’estudi histologic de lintesti proximal dels animals alimentats amb les 4 dietes
experimentals no va mostrar diferéncies en la longitud de les vellositats o la integritat
de les capes muscular externa i serosa (Fig. 51), perd s'observa un augment
progressiu de I'acumulacié de lipids en la part apical de les cél-lules columnars de

I'epiteli, aixi com una disminucié del niumero de ceél-lules mucoses a mesura que

augmentava la inclusio6 de I'oli d’origen vegetal en la dieta de les orades.

Figura 51. Talls transversals d'intesti proximal d'orades alimentades amb les dietes 75PV.OP (a; €), 75PV.330V (b;
f); 75PV.660V (c; g) i 75PV.OV (d; h) (4x; 10x). En les imatges es poden observar de fora cap a dins: serosa (S),
muscular externa (ME), mucosa (Muc), vellositats (V) i cél-lules columnars (CC). Les fletxes solides indiquen
aclimuls de lipics; les fletxes discontinues indiquen la preséncia de cél-lules mucoses.
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DISCUSSIO

La limitacié de la farina i I'oli de peix (Barlow, 2000; FAO, 2004) han obligat a buscar
alternatives a aquests ingredients, tradicionalment usats en les dietes d’aquicultura
(Naylor et al., 2000). Fins al moment, pero, la majoria de treballs s’han centrat en els
efectes produits per la substitucid, bé de la farina, bé de I'oli de peix. En aquest ambit,
en orada, s’han estudiat els efectes sobre el creixement, la digestid, la histologia o el
metabolisme (Robaina et al., 1995; Kissil et al.,, 2000; Venou et al., 2003;
Kalogeropoulos et al., 1992; Tocher i Ghioni, 1999), existint una limitada informacio
sobre els efectes de la doble substitucié en aquesta o en altres espécies (Bouraoui et
al., 2006; Benedito-Palos et al., 2006).

No existeixen en el nostre coneixement treballs referents a la possible modulacié dels
enzims digestius d'origen pancreatic en resposta a la font de lipids de la dieta. En
aquest estudi, la inclusié al pinso d’alts percentatges d’oli vegetal (66 i 100%) junt a un
75% de substitucio de la farina de peix, sembla interferir en la digesti6 de les
proteines, ja que provoca una disminucié de I'activitat proteolitica total i de les
proteases individuals, probablement per la preséncia de factors antinutricionals en I'oli,
com per exemple els tanins, que poden unir-se de manera especifica a alguns enzims

digestius afectant-ne la funcionalitat (Liener, 1989).

La capacitat d'absorcié d’aminoacids i D-glucosa a les vesicules obtingudes dels
animals 75PV.OP segui un patro de regionalitzacio diferent al registrat en els animals
75PV de I'experiencia anterior. Aquests canvis poden relacionar-se amb la mescla de
farines utilitzada en ambdés casos en el reemplacament, ja que les dietes del present
estudi contenien un 14.3% de soja, un ingredient altament digerible i de perfil proteic
similar al de la farina de peix (Forster, 2003), mentre que el treball anterior no
s'inclogué soja en les dietes testades. D’altra banda, el progressiu increment d’olis
vegetals en la dieta dels animals no afecta les capacitats totals d'absorcié
d’aminoacids en les orades, suggerint que la inclusié d'oli vegetal no provoca
imbalancos en la disponibilitat d’aminoacids, com s’havia descrit en diferents estudis
on es substitui la farina de peix per determinades barreges de proteina d’origen
vegetal (Dabrowsky et al., 1989; Kaushik, et al., 1995). La superior captacié de D-
glucosa a la zona proximal en comparaci6 a la distal en la majoria de les condicions
testades esta d’acord amb altres estudis realitzats en orada (Sala-Rabanal et al., 2004)
i en altres espécies carnivores (Bakke-McKellep et al., 2000). La disminucio de la

capacitat d’absorcié del monosacarid en les 3 dietes de doble substitucié podria indicar
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canvis bé en les densitats, bé en les activitats del transportador, com ja suggeri Houpe
et al. (1997) en el transport de glucosa en el silur, i podria ser indicadora d’ un déficit
energetic en els animals alimentats amb les dietes de doble substitucio.

A diferencia dels aminoacids i la glucosa, el linoléic és captat Unicament per difusio
(Corraze, 2002), i en incrementar la seva preséncia en la dieta per la substitucio
progressiva de l'oli de peix, en disminueix la capacitat d'absorcid, fet que podria
relacionar-se amb canvis en la integritat de les membranes cel-lulars descrit per Houpe

et al. (1997) o Caballero et al. (2003) en testar dietes amb diferent contingut de lipids.

Diversos autors (Olsen et al., 1999; 2000; Caballero et al., 2002; 2004) han descrit la
formacidé de vacuoles lipidiqgues en enterdcits de peixos alimentats amb dietes que
contenien diferents fonts de lipids vegetals com les que s’han detectat en el present
treball. Tot i que s’ha considerat que I'acumulacié de vacuoles lipidiques als enterocits
podria deure’s a un emmagatzematge temporal per una sintesi insuficient de
lipoproteina (Loewe i Eckmann, 1988), estudis més recents ho posen en dubte, ja que
no existeix una acumulacid selectiva d’acids grassos en aquestes vacuoles quan els
olis vegetals tenen diferent origen i, per tant, diferent perfil d’acids grassos (Caballero
et al.,, 2002) tot i que l'absorci6 d’acids grassos als enterocits €és un mecanisme

selectiu (Olsen i Ringo, 1991).

El creixement disminui nomeés en les orades alimentades amb la dieta amb major
percentatge de doble substitucio, indicant que un 100% de reemplacament de I'oli de
peix quan existeix un 75% de substitucio de la farina de peix minva el creixement. Pero
cal considerar que els index de creixement especifics dels quatre grups experimentals
foren superiors als de I'experiéncia anterior, suggerint un millor aprofitament de les

fonts alternatives utiltizades, possiblement per I'extrusié de les dietes.

Es compararen seguidament les dues dietes amb substitucio total de I'oli de peix i dos

percentatges de reemplagcament amb fonts proteiques d’origen vegetal.
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Ester Santigosa i Culi

RESULTATS: DIETES AMB UN 100% D'OLI VEGETAL. EFECTE DE LA
SUBSTITUCIO DE LA FARINA DE PEIX

Les taules 33 i 34 mostren, respectivement, els pesos finals i I'SGR, i la longitud
intestinal relativa, de les orades utilitzades en I'experiencia postingesta. En les orades
75PV.0V, els valors obtinguts foren significativament inferiors que els registrats en
orades alimentades amb la dieta 50PV.0V tant en els peixos utilitzats en I'experiencia
postingesta com en els reportats a les 10 setmanes de cultiu (Taula 29). La longitud
intestinal relativa fou superior en les orades alimentades amb menor quantitat de

proteina d’origen vegetal (Taula 31).

Taula 33. Pesos finals i index de creixement especific (SGR) de les orades usades en I'experiéncia postingesta.

Els valors es presenten com al mitana = S.E.M dels 20 animals
mostrejats per a cada dieta. Les diferéncies (p<0.05) per a cada
parametre s'asenyalen amb diferents lletres. En la dieta 50PP.OV el 50%

Pes final (9) SGR (% -dia’) de la proteina prové d'una mescla vegetal; en la dieta 75PV.0V el 75%

75PV.0V 924+21b  214+0.03" delaproteina és d'origen vegetal. En ambdues dietes la font de lipid de la

50PV.0V 1045+42a 231+005a dietaésunamescladolis vegetals. SGR segons Dabrowsky et al. (1985):

SGR (% - dia't) = 100* (In Wr — Wo)/t. Wt i W, representen el pes final i el
pes inicial respectivament; t és el periode de creixement en dies.

Taula 34. Longitud intestinal relativa per les orades usades en I'experiéncia postingesta.

. - " Els valors es presenten com al mitiana £ S.E.M. dels 20 animals mostrejats
LIR -g-! : oy ,
(mm intesti_g” peix) per a cada dieta. Les diferencies (p<0.05) s'asenyalen amb diferents lletres.

T5PV.OV 33540185 En la dieta 50PP.OV el 50% de la proteina prové d'una mescla vegetal; en la
S0PV.OV 464+035° dieta 75PP.OV el 75% de la proteina és d'origen vegetal. En ambdues dietes

la font de lipid de la dieta és una mescla d'olis vegetals.

L'activitat proteolitica total a I'intesti proximal 5 h després de la ingesta (Fig. 52) fou
significativament superior en els animals 50PV.OV en comparar-la amb 'APT de les
orades 75PV.0OV. En ambdoés casos, es van detectar als zimogrames 2 bandes actives
de 55 i 25 Kda, amb activitats tipus tripsina i quimotripsina, respectivament (veure
proves d’inhibicié especifica. Pag 109). En la dieta 50PV.QV, la intensitat de les
bandes detectades fou més elevada, reafirmant els resultats obtinguts mitjancant

tecniques espectrofotometriques.
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Figura 52. (a) Activitat proteolitica total a
les 5 h postingesta. Els valors es
presenten com la mitiana + S.E.M. de
10 animals. Les diferéncies significatives
(p<0.05) entre les diferents dietes es
representen amb lletres. (b) Zimogrames
d’homogeneitzats d'intesti proximal a les
5 h postingesta en orades alimentades
amb les dietes experimentals . Columna
(C) 1 = dieta 75PV.0V; C2 = 50PV. OV.

ACTIVITAT PROTEOLITICA TOTAL
(U- mg™ prot - min™)
(o))

75PV.OP  50PV.OP

Es van obtenir vesicules de membrana apical d’enterocit a partir dels diferents
segments intestinals recollectats a les 5 h postingesta per als dos grups
experimentals. Es determinaren en les VMAs els influxes d’aminoacids, glucosa i
linoleic, aixi com el volum vesicular en funcié de la proteina. Igual que en els apartats
anteriors, s'utilitza la doble representacio per a I'expressio dels resultats de captacio de
nutrients (Fig. 53 i 54), ja que tot i que la composicié de la dieta no provoca canvis
significatius en el volum vesicular, en ambdés grups d’orades les VMAs distals foren
més grans que les de cecs pildrics i intesti proximal (Taula 35). La no modificacié del
volum de les suspensions vesiculars en resposta a la dieta va fer que en els dos tipus

de representacions emprades el perfil obtingut fos similar.

Taula 35. L-alanina retinguda a I'equilibri i volum vesicular en funci6 de la proteina de les vesicules obtingudes a
partir dels cecs pilorics (C) intesti proximal (P) i intesti distal (D) d’orada.

c 631.6 £35.42 2.10+0.122
P 844.3+£87.52 281£0.292
D 14106 £50.21 470£0.171
c 561.24 + 38.6 1.87+0.12
P 704.6 £40.9 2.35+0.14
D 1080.9 £ 3435 3.60+1.14

Els resultats es presenten com la mitjana * S.E.M. d'un minim de 6 determinacions per a cada condicid. Les
diferéncies significatives (p<0.05) en entre dietes es representen amb diferents lletres; les diferéncies significatives
entre els segments intestinals es representen amb diferents nimeros.
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Figura 53. Captacié d’'aminoacids, D-glucosa i linoléic en VMASs obtingudes a les 5 hores postingesta a partir de cecs

(C), intesti proximal (P) i intesti distal (D) d'orada. Els resultats es presenten com la mita + S.E.M de 8

determinacions. Les difereéncies significatives (p<0.05) en els fluxes de nutrients entre dietes es representen amb

pilorics

diferents lletres; les diferéncies significatives en la captacio entre segments intestinals es representen amb niimeros.

Dietes: 75PV.0V (barres clares); 50PV.0V (barres fosques).
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Segment intestinal

Segment intestinal

5s) en VMAs obtingudes a les 5

Figura 54. Concentracio intravesicular d'aminoacids, D-glucosa i linoléic (temps

hores postingesta a partir de cecs pilorics (C), intesti proximal (P) i intesti distal (D) d'orada. Els resultats es
presenten com la mita + S.E.M de 8 determinacions. Les diferéncies significatives (p<0.05) en els fluxes

d'aminoacids entre dietes es representen amb diferents lletres. Les diferéncies significatives en la captacié entre
segments intestinals es representen amb nimeros. Dietes: 75PV.QV (barres clares); 50PV.0V (barres fosques).
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La concentracié d’aminoacids assolida a les vesicules (Fig. 54) mostra, com ja s’ha
comentat, una regionalitzacié en I'absorcié d’aminoacids i D-glucosa en les orades
75PV.0V, essent aquesta superior en els cecs pilorics i el segment proximal, i inferior
en la zona distal; la captacié de linoleic mostra un patré diferent, incrementant la
captacié a mesura que s’avancava en la zona del tracte intestinal estudiada. En els
peixos 50PV.QV, la regionalitzacié de la capacitat d'absorcié de nutrients fou diferent,
disminuint significativament la captacié dels aminoacids essencials en les VMAs
proximals i incrementant la de tots els aminoacids i la D-glucosa en les distals en
comparar-la amb les VMAs obtingudes de les orades 75PV.0V. L'absorcié de linoléic
dels animals 50PV.0OV fou similar en VMASs proximals i distals i inferior en les VMAs de

cecs pilorics.

La figura 55 mostra talls transversals d'intesti proximal de les orades 75PV.0V i
50PV.0V. Les vellositats van aparéixer més replegades en els animals alimentats amb
la dieta 50PV.OV, mostrant a més una desestructuracié de l'epiteli de céllules
columnars respecte la lamina propia. En ambdds casos, la poblacié de cél-lules
mucoses fou practicament inexistent i es van detectar vacuoles lipidiques a la mucosa,

que foren de tamany superior en les orades 50PV.OV.

Figura 55. Talls transversals d'intesti proximal d’orades alimentades amb les dietes 75PV.QV (a; c), 50PV.0V (b; d)
(4x; 10x). Es poden distingir les capes serosa (S), muscular externa (ME), mucosa (Muc), les vellositats (V), cél-lules
columnars (CC) i la lamina propia (LP).
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DISCUSSIO

L'increment d’activitat proteolitica total de les orades 50PV.OV suggereix una superior
digestidé en els peixos alimentats amb la dieta que contenia menor percentatge de
reemplacament de la farina de peix per fonts proteiques vegetals. Aquesta millora de la
digesti6 pot relacionar-se bé amb una menor preséncia de factors antinutricionals en la
dieta (Francis et al.,, 2001), bé amb el tipus de fonts vegetals emprades en la
substitucié de la farina de peix. En aquesta experiéncia, per ajustar els pinsos als
requeriments especifics de les orades i minimitzar la necessitat de suplementacié amb
aminoacids lliures, s'utilitza soja en la dieta 75PV.0OV perd no en la 50PV.0V. La soja,
com ja s’ha comentat anteriorment, és rica en inhibidors de proteases (Francis et al.,
2001; Tacon et al.,, 1995), que afecten l'activitat digestiva per la inhibici6 de les
tripsines i quimotripsines d’origen pancreatic (Moyano et al., 1999).

D’altra banda, la comparaci6 d'aquests zimogrames amb els d'altres orades on s’havia
substituit anicament el 50 o el 75% de la farina de peix (pag. 110), mostra una
disminucié en el nombre de bandes actives detectades. Aquest decrement en |'activitat
podria relacionar-se amb la utilitzacié de diferents tipus de farines vegetals en el
reemplagament (Alarcon et al., 2002; Moyano et al., 1999), especialment I'esmentada
farina de soja, rica en inhibidors de proteases (Francis et al., 2001; Tacon et al., 1995),
encara que la inactivacié de les mateixes activitats especifiques en els dos grups de
peixos d'aquesta experiencia (75PV.0OV i 50PV.0V) sembla indicar la preséncia de
factors antinutricionals en els olis utilitzats.

La dieta 50PV.0V, a més de no contenir soja, contenia 4 vegades més d’extrusionat
de blat que la dieta 75PV.0OV. Aquest ingredient és menys digerible que la soja i és ric
en oligosacarids i polisacarids diferents del mid6é (Francis et al., 2001), que poden
provocar moviments anormals del bolus o dificultar els processos digestius per unio
amb les sals biliars (Storebakken et al., 1998). Malgrat I'extrusié de les dietes, aquesta
presencia de glicids complexos a la dieta 50PV.OV podria provocar una digestié més
lenta com ja suggeri Alarcén et al. (2002), que podria relacionar-se amb la major
capacitat de transport d’aminoacids a la zona distal de lintesti detectada en els
animals 50PV.0V, que permetria una captaci6 més tardana de nutrients evitant
possibles imbalancos (Kaushik et al., 1995; Rodehutscrod et al., 1995a,b,c) i sugerint
que els processos de digesti6 i absorcid intestinal poden modular-se per permetre un
optim creixement (Guillaume i Choubet, 2002), de manera similar a la descrita en
I'experiéncia anterior de substitucié de la farina de peix, i com s’ha observat també en

altres espécies (Buddington, 1987; Buddington et al., 1987; Ferraris i Diamond, 1989).
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Ilgualment, la capacitat d’absorcié de D-glucosa en els animals 50PV.OV incrementa
en la zona intestinal distal, suggerint una modulacié del transport d’aquest nutrient en
aquesta espécie, encara que d'altres estudis utilitzant dietes amb alt contingut de
carbohidrats no han trobat canvis en el transport d’aquest sacarid en altres espéecies
carnivores (Buddington i Hilton, 1987). L’increment en I'absorcido de linoleic dels
animals 50PV.QV. en comparacié a les orades 75PV.0OV pot estar relacionat amb una
major presencia d’ANFs que interfereixin amb I'entrada de l'acid gras per unié a les
sals biliars en els animals amb major percentatge de substitucié (Francis et al., 2001,
Storebakken et al., 1998), o amb canvis en la composicié de la membarna (Houpe et
al., 1997). En aquest sentit, I'increment de la superficie absortiva de la zona proximal
de les orades 50PV.0OV podria sugerir un mecanisme de compensacio per pal-liar
possibles déficits nutricionals que permetria obtenir les bones taxes de creixement

registrades.

En resum, les diferéncies en el creixement entre els dos grups alimentats amb pinsos
amb inclusié total d’olis d'origen vegetal semblen degudes al reemplagament
diferencial de la farina de peix per fonts proteiques d’'origen vegetal, mostrant una
vegada més que tant els percentatges com els ingredients utilitzats en la substitucio de
la farina de peix poden afectar els processos digestius dels animals carnivors, encara
gque en aquests apareixen mecanismes de compensacido que permeten un correcte
balan¢ nutritiu per assolir, després de 10 setmanes de cultiu, bones taxes de
creixement. Els resultats obtinguts indiquen que és possible la substitucié simultania
d’'un 100% de I'oli de peix sense detriment de les taxes de creixement si es disminueix

a la dieta el percentatge de substitucié de la farina de peix.

146



4.2. DIETES DE PREPARACIO A L’HIVERN

El sindrome dhivern afecta els cultius d'orades en zones de la costa Nord-
Mediterrania (Padrés et al., 1998), quan la temperatura de 'aigua baixa durant I'hivern
i es recupera a I'inici de la primavera (Tort et al., 2004). Aquesta malaltia sembla tenir
un origen multifactorial (Tort et al., 2005), relacionat amb el confinament dels animals
en gabies on la temperatura pot disminuir per sota del rang optim per a I'espécie, les
altes densitats de cultiu, i també possibles manipulacions. Aquests factors deriven en
danys tissulars, i una inmunosupresié que comporta major susceptibilitat a patdogens
oportunistes.

Els animals afectats per aquest sindrome presenten, entre altres, una severa infiltracié
lipidica al fetge, i una alteracié de l'aparell digestiu (Galeotti et al, 1999; Tort et al,
1998a; Contessi et al, 2000; Gallardo et al.,, 2003). S’ha descrit que quan la
temperatura de l'aigua és inferior als 12°C, els animals rebutgen I'aliment i s’enfronten
a una situacio de dejuni prolognat (Sala-Rabanal et al 2003; Ibarz et al., 2004), que
comporta una movilitzacié del greix perivisceral. Els acids grassos alliberats son
captats pel fetge, que no els redistribueix i els acumula (Ibarz et al., en premsa; Ibarz
et al., en revisio). El dejuni voluntari porta també a I'aparicié de material fiboromucos a
l'interior de lintesti (Sala-Rabanal et al., 2003) i a la hiperplasia de les cél-lules

mucoses de I'epiteli intestinal (Sala-Rabanal et al., 2003).

Per aconseguir bones taxes de creixement, els pinsos comercials sén rics en lipids.
Aquest tipus de dieta afavoreix 'acimul de grassa perivisceral, amb el consequent
increment del risc de que tingui lloc la infiltracié lipidica hepatica amb I'arribada de
I'hivern.

L'objectiu d'aquest estudi és determinar si les orades alimentades amb dietes
comercials amb baixos i alts percentatges de lipids arriben amb diferents condicions
per enfrontar-se al fred. S'estudia també l'efecte d'un exercici moderat sobre els
animals. L'objectiu s’aborda des d’'un punt de vista multidisciplinar; i en aquest apartat

es mostren i discuteixen els estudis realitzats a nivell intestinal.
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DISSENY EXPERIMENTAL

Animals

Al Centre d’'Aquicultura de Sant Carles de la Rapita (CA-IRTA, Espanya), 160 orades
(Sparus aurata) es van aclimatar durant 15 dies en 4 tancs experimentals de fibra de
vidre de 2 m® en un sistema interior, a 20°C, amb aigua marina airejada (3.8%

d’oxigen) i filtres solids i biologics.

Dietes
Es van testar 2 dietes comercials isoproteiques (Taula 36) que diferien entre altres en
la quantitat de lipids que contenien (un 14% en la dieta 14 i un 22% en la dieta 22) i en

I'energia digerible.

Taula 36. Composicié de les dietes comercials (ProAqua) usades en I'experiéncia de preparacio al fred.

Composicio Dieta 14 Dieta 22

Grassa (%) 14.0 22.0
Proteina (%) 44.0 45.0
Carbohidrats (%) 28.6 23
Cel.lulosa (%) 2.5 1.3
Cendres (%) 9.6 11.0
P total (%) 1.3 1.3
Vitamina A (Ul) 10000 10000
Vitamina D3 (UI) 1500 1500
Vitamina E (a-tocofenol) (mg) 150 150
Energia digerible (MJ/Kg) 16.5 18.9

Composicié facilitatada per la casa comercial.

Periodes de creixement i fred

El Novembre de 2003, les orades (pes inicial 104.9 + 7.1 g) van ser distribuides de
manera aleatoria en 4 tancs experimentals. Durant 75 dies es van mantenir a 20°C i
cadascuna de les dietes es va administrar manualment a dos grups d’animals dues
vegades al dia fins a la sacietat. En un dels tancs de cada condicié, els animals van
ser sotmesos a un exercici moderat (2 longituds - sg™) induit per I'increment del flux
d’entrada d’aigua (Fig. 56). La Taula 37 mostra I'energia diaria ingerida pels animals
dels 4 grups experimentals.

A continuacié, la temperatura de l'aigua va disminuir-se gradualment a raé de 2 °C-
dia™ fins a 10°C (caiguda en 5 dies), mantenint-se a 10 + 0.5 °C durant 35 dies. Els
canvis de temperatura es van controlar de manera manual mitjancant unitats de fred
EA-2000 (CUBIJET, Bologna, Italia).
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Figura 56. Instal.lacions experimentals del Centre d’Aqtiicultura de Sant Carles de la Rapita (a); fluxe normal
d’entrada d'aigua (b); fluxe incrementat d’entrada d’aigua (c).

Taula 37. Ingesta dels 4 grups experimentals.

Energia ingerida

.dia-1 peix-1
dieta 14 — d|20_1pelx ) Durant el periode de creixement la ingesta fou medida diariament. D.14léslla
dieta 14.E 653 dieta amb baix contingut de lipid; D. 22 és la dieta amb major percentatge I|pid|c;
dieta 2'2 68.5 E indica la condicié d’exercici moderat per a cada dieta testada. Dades projecte
: - CIRIT 036043.
dieta 22.E 75

Es van realitzar dos mostrejos al llarg de I'experiéncia (Fig. 57): un al final del periode
d’engreix de 75 dies, i un segon després de 40 dies de I'inici del descens térmic.

Fase de creixement l
20
g
EE l
é Fase de fred
2 10 A
S
(0]
|_

0 T
75
Temps (dies)

Figura 57. Esquema del disseny experimental utilitzat en I'experiéncia de preparaci6 a I'hivern. Les fletxes indiquen
els moments de presa de mostres.
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Presa de mostres

.En cadascun dels mostratges, 16 animals sotmesos a un dejuni previ'® van sacrificar-

se per desmedul-lacio, es van pesar i se’n va extreure I'aparell digestiu. Es va medir la

longitud intestinal excloent els cecs pilorics i es van prendre mostres per a I'estudi del

transport de nutrients a nivell intestinal. No es van obtenir mostres per a l'analisi

d’enzims digestius perqué, malgrat I'interés d’'un seguiment postprandial, les orades

rebutgen I'aliment quan la temperatura de l'aigua esta per sota de 12°C.

Analitiques
Tipus d’analisi Métode utilitzat Referéncia Fragment estudiat
Fluxes de nutrients VMAs 34.3.3 Cecs, proximal, distal

RESULTATS

La taula 38 mostra els pesos finals assolits i els index de creixement especific (SGR)

al final del periode de creixement; la taula 39 la longitud intestinal relativa (LIR) per a

les 4 condicions experimentals i els 2 mostrejos realitzats. No es van trobar diferéncies

significatives per cap d’aguests parametres entre els grups experimentals.

Taula 38. Pesos finals assolits, index de creixement especific (SGR) dels animals al final del periode de creixement.

CREIXEMENT

Pes final

(9) (% - dia)

1770+£71  0.663+0.05

163.1+£6.4 0.597 +£0.04

1561.4+7.5 0.540£0.06

168.6 £7.7 0.600 + 0.06

Els valors es presenten com la mitiana + S.E.M. dels 16 animals
mostrejats per a cada condicié. No es van detectar diferéncies
significatives (p<0.05) en els parametres estudiats. D.14 és la dieta
amb baix contingut de lipid; D. 22 és la dieta amb major percentatge
lipidic; E indica la condicié d’exercici moderat per a cada dieta
testada. SGR segons Dabrowski et al., 1985. SGR (% dia-) = 100 *
(In Wt —In Wo)/ t. Wei W, representen el pes final i el pes inicial; t és
el periode de creixement en dies.

Taula 39. Longitud intestinal relativa (LIR) dels animals al final dels periodes de creixement i de fred.

Els valors es presenten com la mitjana + S.E.M. dels 16 animals

mostrejats per a cada dieta experimental. No es van trobar

diferéncies significatives (p<0.05) entre els grups. D.14 és la dieta

amb baix contingut de lipid; D. 22 és la dieta amb major percentatge

CREIXEMENT FRED
624+028 5.78+0.33
6.55+0.34 6.89+0.37
579+024 6.04+0.36
524+044  6.67£0.31

lipidic; E indica la condicié d’exercici moderat per a cada dieta.

16

24 hores per al mostreig de final de creixement i 35 dies pels animals sotmesos a fred.
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Es van obtenir vesicules de membrana apical d’enterocit a partir de cecs pilorics,
intesti proximal i intesti distal per a les 4 condicions experimentals i els 2 mostrejos
realitzats per a cadascuna. En aquestes suspensions vesiculars es van determinar els
influxes d’aminoacids i glucosa, i el volum vesicular en funcio de la proteina.

Els valors obtinguts en estudiar el volum vesicular es resumeixen a la taula 40. En
I'experiéncia de creixement, van aparéixer diferéncies entre els segments intestinals
dels animals 22.E; d'altra banda, la dieta va modificar el volum de les suspensions
vesiculars distals, que foren signficativament més grans en les orades 14.E. A més, el
fred incrementa el volum de la majoria de tipus vesiculars obtinguts (Taula 40). Aquest
augment fou molt important (entre 7 i 20 vegades) en les vesicules obtingudes a partir
dels cecs pilorics, suggerint una afectacié de l'estructura de l'intesti en els peixos

sotmesos a una situacio prolognada de fred.

Taula 40. L-alanina retinguda a I'equilibri i volum vesicular en funci6 de la proteina de les vesicules obtingudes a
partir dels cecs pildrics (C), intesti proximal (P) i intesti distal(D) d’orada.

L-alanina intravesicular a Volum (V) L-alanina intravesicular a Volum (V)

I'equilibri (pmols - g prot) (UL - pg prot) I'equilibri (pmols - ug prot) (UL - ug prot)
C 458.1 +102.3 15+0.34 + 4364.9+1015.11 12.8 +£3.511
P 3421.0 +£ 1496.9 1.1+048 652.8+73.02 21+0.292
D 546.4 + 14.5° 1.8+£0.05° 1667.0 + 180.8 22 5.6+0.60a12
C 565.1 +123.5 1.9+£0.99 5526.3 +420.8 1 18.4+1.401
P 548.0 + 160.9 1.8+£0.53 627.7 + 80.20 2 21+£0.262
D 781.6+£67.52 26+0.722 950.8 + 169.9 b2 3.2 +0.56 b2
C 472.6 +103.1 1.6 £0.34 + 3564.3 +782.91 11942601
P 359.0 £ 50.5 1.2+0.16 + 628.6 + 16.6 2 21+£0.052
D 4404 +52.8° 1.5+017° + 701.7 + 66.4 b2 2.3+0.22b2
C 280.9+57.82 0.9+0.192 + 5018.9 £ 554.01 16.7+1.81
P 418.0 + 4712 14+01512 | + 967.2 +162.52 3.2+0.542
D 546.3 + 40.8 0! 1.8+0.13b + 749.8 + 23.3 b2 2.5+0.07 b2

Els resultats es presenten com la mitjana + S.E.M. d'un minim de 8 determinacions per a cada condicié. Les
diferéncies significatives (p<0.05) entre les dietes es representen amb diferents lletres. Les diferéncies significatives
entre els diferents segments intestinals es representen amb diferents nimeros. Les diferéncies significatives entre la
fase de creixement i la de fred per a una dieta i segment intestinal es representa amb una creu.

Les figures 58 a 63 mostren els influxes de nutrients i la seva normalitzacié en unitats
de concentracié en les VMAs obtingudes en les diferents condicions experimentals. En
aquest bloc, malgrat presentar-se la doble representacid, s’ha optat per comentar
Unicament les grafigues normalitzades degut a les importants diferéncies trobades en
el volum vesicular entre les preparacions obtingudes (veure taula 40).

Després de 75 dies de creixement, la concentracié intravesicular d’aminoacids

essencials (Fig. 59) va mostrar una disminucié gradual des dels cecs pildrics fins a
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I'intesti distal per a les 4 condicions experimentals testades; no trobant-se diferéncies
importants en la capacitat total d’absorcio entre els 4 grups. Després del periode de
fred les captacions dels nutrients estudiats van igualar-se entre els 3 tipus de
suspensions vesiculars, excepte per la L-lisina dels peixos alimentats amb la dieta 14,
on el patré s’inverti, incrementant la capacitat d’absorcié a mesura que s’avancava al
tub intestinal, i de la L-fenilanina per a els animals 22, on el patr6 es mantingué. El fred
va disminuir la capacitat de captaci6 de L-leucina, essent aquesta disminucio
significativa en els cecs pilorics. La capacitat total de captaci6 de L-lisina i L-
fenilalanina en sotmetre els animals a una situacié prolongada de fred es mantingué
en termes generals, malgrat variar-se el patré de regionalitzacio.

La concentracié intravesicular d’aminoacids no essencials es mostra a la Fig. 61.
Després del periode de creixement, la dieta només va modificar els influxes a les
VMAs d'intesti distal per a L-glutamic, que foren més alts en els animals 22.
L'exposicid al fred incrementa les capacitats de captacié en alguns per a la L-alanina
(cecs pilorics 22) i el L-glutamic (cecs pilorics 22 i 22.E; intesti distal 22.E) i minva la
captacio de L-alanina a les VMAs proximals de les orades 22. En les orades sotmeses
a 35 dies de fred, la captacio de L-prolina disminui significativament en en les VMAs
distals de tots els grups i les VMAs proximals dels grups no sotmesos a exercici.
Després del periode de creixement, la capacitat d’'absorcié de D-glucosa (Fig. 63)
augmenta gradualment des dels cecs pildrics fins a l'intesti distal per a les 4 condicions
testades, no trobant-se diferéncies entre les condicions experimentals ni pels cecs
pilorics ni per lintesti proximal; el tractament diferencial, pero, incrementa la capacitat
de captacio en les VMAs distals dels peixos 22E versus els 14, 14E i 22. Després de
40 dies de fred, la capacitat de captacié a les vesicules incrementa als cecs pilorics
per a les 4 condicions experimentals testades i disminui a les suspensions vesiculars
obtingudes d’intesti proximal i intesti distal, mostrant un patré tipic d’'una situacié de

dejuni.
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Figura 58. Captacié d’aminoacids essencials en VMAs obtingudes de cecs pilorics (C), intesti proximal (P) i intesti
distal (D) d'orada. Dieta 14 (barres blanques); dieta 22 (barres grises); animals sotmesos a un exercici moderat
(linies verticals). Els resultats es presenten com la mitjana £ S.E.M de 8 determinacions. Les diferéncies
significatives (p<0.05) en els fluxes d’aminoacids entre dietes es representen amb diferents lletres. Les diferéncies
significatives en la captacié entre segments intestinals es representen amb nimeros. Les diferéncies significatives
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Figura 59. Concentracié d'aminoacids essencials als 5 s d'incubacié en VMAs de cecs pilorics (C), intesti proximal
(P) i distal (D) d'orada. Dieta 14 (barres blanques); dieta 22 (barres grises); animals sotmesos a un exercici moderat
(linies verticals). Els resultats es presenten com la mitana + S.E.M de 8 determinacions Les diferéncies
significatives (p<0.05) en les concentracions d'aminoacids entre dietes es representen amb diferents lletres. Les
diferéncies significatives en la concentracié entre segments intestinals es representen amb nimeros. Les diferéncies
significatives entre creixement i fred s'assenyalen amb una creu.
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Figura 60. Captaci6 d'aminoacids no essencials en VMAs obtingudes de cecs pilorics (C), intesti proximal (P) i intesti
distal (D) d'orada. Dieta 14 (barres blanques); dieta 22 (barres grises); animals sotmesos a un exercici moderat
(linies verticals). Els resultats es presenten com la mitana + S.E.M de 8 determinacions Les diferéncies
significatives (p<0.05) en els fluxes d’aminoacids entre dietes es representen amb diferents lletres. Les diferéncies
significatives en la captacié entre segments intestinals es representen amb nimeros. Les diferéncies significatives
entre creixement i fred s'assenyalen amb una creu.
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Figura 61. Concentraci¢ intravesicular d’aminoacids no essencials als 5 s d'incubacié en VMAs obtingudes de cecs
pilorics (C), intesti proximal (P) i intesti distal (D) d'orada. Els resultats es presenten com la mitjana + S.E.M de 8
determinacions. Dieta 14 (barres blanques); dieta 22 (barres grises); animals sotmesos a un exercici moderat (linies
verticals). Les diferencies significatives (p<0.05) en les concentracions d'aminoacids entre dietes es representen
amb diferents lletres. Les diferéncies significatives en la concentracié entre segments intestinals es representen amb
nimeros. Les diferéncies significatives entre creixement i fred s'assenyalen amb una creu.
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INFLUX DE D-GLUCOSA
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Figura 62. Captacié de D-glucosa a VMAs obtingudes de cecs pildrics (C), intesti proximal (P) i intesti distal (D)
d'orada. Dieta 14 (barres blanques); dieta 22 (barres grises); animals sotmesos a un exercici moderat (linies
verticals). Els resultats es presenten com la mitjana + S.E.M de 8 determinacions Les diferéncies significatives
(p<0.05) en els fluxes d'aminoacids entre dietes es representen amb diferents lletres. Les diferéncies significatives
en la captacid entre segments intestinals es representen amb nimeros. Les diferéncies significatives entre
creixement i fred s'assenyalen amb una creu.
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Figura 63. Concentracié intravesicular de D-glucosa als 5 s d'incubacié en VMAs obtingudes de cecs pilorics (C),
intesti proximal (P) i intesti distal (D) d'orada. Dieta 14 (barres blanques); dieta 22 (barres grises); animals sotmesos
a un exercici moderat (linies verticals). Els resultats es presenten com la mitjana + S.E.M de 8 determinacions Les
diferéncies significatives (p<0.05) en les concentracions d'aminoacids entre dietes es representen amb diferents
lletres. Les diferéncies significatives en la concentracié entre segments intestinals es representen amb nimeros. Les
diferéncies significatives entre creixement i fred s'assenyalen amb una creu.
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DISCUSSIO

Diversos treballs en peixos han suggerit que algunes espécies tenen habilitat per
modular les seves capacitats de transport d’aminoacids i sucres en resposta al
contingut de proteines i carbohidrats de la dieta (Buddington et al., 1997; Ferraris i
Diamond, 1989). Malgrat I'existéncia de pocs estudis que abordin aquestes possibles
modulacions en resposta a la quantitat de lipids administrada, dels lipids depeéen la
integritat de les membranes cel-lulars (Corraze, 2002; Sargent et al., 1999), i una
variacié en la ingesta d’aquests compostos podria modificar els fendmens d’absorcio
per alteracio de les propietats de la membrana o per una acumulacié de lipids a
I'enterdcit, com ja va descriure Houpe et al., 1997 en silur. En les orades estudiades en
el present treball, pero, I'administracié de dietes amb diferent percentatge de lipids no
va afectar les capacitats de captacié de nutrients, suggerint la no afectacié del nombre

de transportadors en les condicions experimentals testades.

Estudis a diferents nivells han permés establir 'amplia simptomatologia relacionada
amb el sindrome d’hivern (Bovo et al., 1995; Tort et al., 1998; Gallardo et al., 2003
entre altres). Pero pocs treballs han aportat informacié sobre les alteracions funcionals
que pateixen els animals (Galeotti et al., 1999; Sala-Rabanal et al., 2003; Ibarz et al.,
2004; Ibarz et al., 2005), essent nul-la, en el nostre coneixement, la informacio referent
a la afectacio de les capacitats digestiva i absortiva malgrat I'existeéncia de treballs on
es descriuen alteracions histologiques a l'intesti (Bovo et al., 1995; Contessi et al.,
2000; Tort et al., 1998; Gallardo et al., 2003), aixi com, un rebuig de l'aliment quan
'orada es troba per sota de 12°C (Sala-Rabanal et al.,, 2003; Ibarz et al., 2005;
presents dades). Aquest rebuig del pinso podria estar relacionat amb alteracions en
l'alliberacié postprandial d’enzims digestius d'origen pancreatic al lumen del tub
digestiu, o bé amb una afectacié de la capacitat de captacié de nutrients al llarg del
tracte intestinal. El dejuni voluntari podria ser també degut a una combinacié d’aquests
processos digestius, que alhora podrien relacionar-se amb canvis en la histologia
intestinal per efecte de les baixes temperatures. En aquest sentit, els treballs de
Golovanova et al., (1992) van descriure una disminucié en les taxes d'absorci6é de
nutrients en peixos d’aigua dolga sotmesos a dejuni. Malgrat l'interés de I'estudi dels
enzims digestius, aquests no s'analitzaren degut al rebuig de l'aliment per part dels
animals, que Unicament permetria I'estudi postprandial de les activitats digestives
després de realitzar una ingesta forgada, que no correspondria a la situacio fisiologica

real dels moments.
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Tot i que I'administracié de dietes amb diferent percentatge de lipids durant 75 dies no
modifica el tamany de les vesicules obtingudes de manera important, el descens de la
temperatura si que n'altera les propietats. L'increment de volum de les vesicules
obtingudes en els animals exposats al fred, indica una alteracio en les propietats de la
membrana, ja que les caracteristiques de les VMAs depenen d’aquestes propietats
(Argiles i Soriano, 1990). Aixi, I'increment dels fluxes d’aminoacids a VMAs de cecs
pilorics després de I'exposicio dels animals a 35 dies de fred podria ser indicador d'un
augment de la capacitat de captacié de nutrients, com a resposta a la manca de
nutrients deguda a la situaci6 de deju. Perd la normalitzaci6 a concentracié
intravesicular de nutrients, suggereix una madificacié en la quantitat de proteina per
unitat de teixit en els animals sotmesos a fred, associada a alteracions en la
membrana. D’altra banda, la possible regulacié a I'al¢a dels transportadors de glucosa,
als cecs pilorics en les orades exposades al fred, pot relacionar-se amb la importancia
de I'absorcié d'aquest segment establerta en algunes espécies de peixos carnivors
(Buddington i Diamond, 1987; Bakke-McKellep et al., 2000) i podria actuar com a
mecanisme de compensacio de captacié de nutrients, que seria beneficiosa en el
moment de recuperacio de la temperatura i la consequent realimentacio.

D’altra banda, I'exercici no afecta de manera significativa els parametres digestius
estudiats en els dos mostrejos realitzats. Altres parametres analitzats, com per
exemple la grassa perivisceral, les activitats enzimatiques hepatiques, o la composicio
del fetge no mostraren tampoc variacions significatives en incrementar 'activitat dels
animals (Villanueva et al., 2005), encara que aquests parametres si que es van veure
modificats durant la fase de creixement en funcio de la dieta administrada. Aixi, la
grassa perivisceral i I'activitat lipoproteina lipasa en les orades engreixades amb la
dieta 22 fou significativament superior, encara que el fred homogeneitza aquests

parametres després de 35 dies a 10 °C.

Els resultats obtinguts indiquen que I'administracioé de dietes amb diferent contingut de
lipids (14 o 22%) no modifica les capacitats d’absorcié de nutrients després de 75 dies
de creixement. El fred modifica les capacitats de captacié en les 4 condicions
experimentals testades, bé per una regulacié del nombre de transportadors, bé per la
modificacié de les propietats de la membrana. Malgrat aquestes modificacions, els
peixos son capagos de transportar nutrients a través de la membrana apical de
I'enterocit, indicant que el rebuig de I'aliment a baixes temperatures no esta relacionat

amb problemes absortius a nivell intestinal. Sotmetre els animals a un exercici moderat
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no millora els parametres estudiats ni estableix una situacié metabolica més favorable

per a la realimentacio.

En resum, ni 'administracio de dietes amb diferent contingut de lipids ni I'exercici
moderat fan que els animals assoleixin una situacio digestiva diferencial després de 75
dies de creixement. La resposta dels animals al fred no presenta variacions
significatives després de 35 dies de baixes temperatures, suggerint que les dietes
comercials de preparacio a I'hivern testades no sén les adequades per combatre el

sindrome d’hivern.
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La tecnica basada en la precipitaci6 selectiva per clorur de magnesi és
adequada per a la obtencié de vesicules de membrana apical d’enterocits de
cecs pilorics, intesti proximal i intesti distal d'orada i truita, purificades i
funcionals, que permeten I'estudi de la regionalitzacio de la capacitat d’absorcio

d’aminoacids, glucosa i linoléic.

L'increment del percentatge de substitucié en la dieta d’'orada i truita de la
farina de peix (de 20 a 33 i de 35 a 47, respectivament) per una barreja de
fonts proteiques vegetals (blat, pésol i soja) durant un periode de creixement de
12 setmanes modifica, en orada, el perfil postingesta de I'activitat proteasa, i
incrementa la capacitat d’'absorcié de nutrients a la zona intestinal distal; en
truita, no produeix canvis en l'activitat enzimatica o la capacitat d'absorcid

d’aminoacids i glucosa en els temps postprandials estudiats.

La modificaci6 de la relaci®6 aminoacids essencials/aminoacids no essencials
en la dieta (1.10 i 1.47 en orada i truita, respectivament) no modifica

significativament els processos digestius en les espécies estudiades.

La substitucio en la dieta de la orada de fins a un 75% de la farina de peix per
una barreja de fonts proteiques vegetals (blat, blat de moro, pésol, colza i
tramussos) durant 12 setmanes provoca una disminucio de [lactivitat
proteolitica total per la inhibicid selectiva de les bandes proteolitiques actives i
una reduccio de la capacitat d’absorcié de nutrients a la zona proximal de
l'intesti. L’increment de la longitud intestinal relativa, la disminucié de la
velocitat de transit intestinal, I'increment d’algunes activitats tipus tripsina i
laugment de la capacitat d’absorcié de nutrients a lintesti distal, permeten
taxes de creixement de només un 9% aproximadament inferiors a les del grup

control.

En la truita, la substitucié en la dieta de fins a un 75% de la farina de peix per
una barreja de matéries primeres d'origen vegetal (blat, blat de moro, pésol,
colza i tramussos) durant 12 setmanes deprimeix el pic d'alliberacié postingesta
de proteases alcalines degut a una afectacié de totes les activitats detectades
als zimogrames. L'absorcié de nutrients es retarda a zones més distals de
I'intesti i incrementa la longitud intestinal relativa, permetent bones taxes de

creixement (-8% versus el grup alimentat amb la dieta farina de peix).
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La substituci6 total de la farina de peix en la dieta d'orada i truita pels
ingredients vegetals abans esmentats, afecta negativament ['activitat
proteolitica total i disminueix la capacitat de captacioé dels nutrients estudiats a
vesicules de membrana apical d’enterdcit. En experiencies de creixement de
12 setmanes, el reemplacament total disminueix les taxes de creixement al

voltant d’'un 20% en ambdues espécies.

La substitucié simultania en dietes per a orada del 75% de la farina de peix
(blat de moro, soja i blat) i un 33, 66 0 100% d’oli de peix (colza, llinosa i palma)
durant 10 setmanes, deprimeix I'activitat proteasa alcalina en incloure més d’un
66% d'olis d’'origen vegetal per una afectacid6 de les bandes proteolitiques
actives i provoca I'acumulacio de lipids als enterocits. El reemplagament de I'oli
de peix disminueix també la capacitat total d'absorcié de D-glucosa i linoléic
perdo no afecta el patr6 de captaci6 d’aminoacids. Els resultats obtinguts
indiqguen que es pot incloure en el pinso fins a un 66% d'olis d’origen vegetal

guan s’ha reemplagat un 75% de farina de peix sense perjudicar el creixement.

La substitucio total de I'oli de peix ( per olis de colza, llinosa i palma) en la dieta
d’'orada conjuntament amb la substitucié d’'alts percentatges de farina de peix
(75 0 50%; blat de moro, soja i blat o blat de moro i blat, respectivament) durant
10 setmanes provoca en les orades 50 versus les 75 I'increment de I'activitat
de les tripsines i quimotripsines d’origen pancreatic i causa canvis en el patr
d’absorcié intestinal de nutrients, obtinguent-se creixements un 13% superiors
en utilitzar la dieta amb major contingut de farina de peix. Per tant, el
reemplacament total de I'oli de peix és factible substituint fins a un 50% de la

proteina de la dieta per les fonts proteiques vegetals testades.

Les experiéncies realitzades indiquen que la substitucié de la farina i I'oli de
peix per materies primeres d'origen vegetal afecta els processos digestius i, en
darrera instancia, el creixement dels animals cultivats en major o menor grau
depenent de les barreges d'ingredients vegetals emprades, aixi com dels
tractaments que hagin rebut les mateéries primeres i el producte final per
minimitzar els efectes dels factors antinutricionals i ajustar-se als requeriments

nutritius de les espécies a alimentar.



10. L’Gs de dietes comercials amb diferent quantitat de lipids (14 i 22%) com a
pinsos de preparacio a I'hivern per orades cultivades no modifica la capacitat
d’absorcié dels nutrients estudiats després de 75 dies de creixement.
L’exposicio al fred durant 40 dies disminueix la regionalitzacié en I'absorcio de
nutrients perd no mostra diferencies significatives importants entre els
tractaments. Les orades mostren capacitat per a absorbir I'aliment, descartant-
se que aguesta sigui la causa o un dels motius de que rebutgin I'aliment quan

la temperatura disminueix per sota dels 12°C.

11. Sotmetre les orades a un exercici moderat durant 'administracio de dietes amb
diferent contingut de lipids no provoca canvis en la capacitat d'absorcié de
nutrients entre els animals estudiats després de 75 dies de creixement o

després d'una exposicio llarga al fred.
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