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Introduccio

L’aqiiicultura és el sector de produccié d’aliment d’origen animal que més ha
crescut en els ultims anys. Des del 1970, 1’aqiiicultura ha crescut a nivell mundial un
8.9% cada any, davant del 2.8% de creixement del sector ramader 1 de I’1.2% de la
pesca. L’any 1970 I’aqiiicultura contribuia en un 3.9% a la produccié mundial de peix,
crustacis i mol-luscs. L’any 2003 una tercera part de la produccio total mundial procedia

de I’aqtiicultura (Figura 1.1; FAO, 2004).
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Figura 1.1: Evolucié de I’aqiiicultura (Dades extretes de
I’informe de la FAO, 2004)

Les especies de peix més cultivades a Europa son carnivores, és a dir, la seva
principal font d’aliment és la proteina. Per a aquestes especies, com la truita irisada
(Oncorhynchus mykiss) 1 ’orada (Sparus aurata), la proteina 1 els lipids son les
principals fonts d’energia (Atherton 1 Aitken, 1970; Pieper i Pfeffer, 1980a; Mommsen 1
col, 1980). En canvi, utilitzen relativament poc els hidrats de carboni. Degut a aquests
requeriments nutritius, la farina i 1’oli de peix son els constituents majoritaris dels

pinsos fabricats pel cultiu de peix. Aixi, ’any 2000 es va destinar un 24 % de la pesca
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total a la producci6 de farina i oli de peix. Un 35 % de la farina i un 57% de I’oli de peix
van ser utilitzats per la produccié de pinsos per peixos. Suposant que el ritme de
creixement del sector continués fins el 2010, el 56% de la farina i el 85-98 % de 1’oli de
peix produits haurien de ser utilitzats pel sector aqiiicola. En canvi, durant els ultims
anys, la produccié de farina i oli de peix s’ha mantingut estatica i la proteina s’ha
convertit en el component més car en la formulacié de les dietes. D’altra banda, la
produccio de farina i oli de peix es concentra en determinades regions del mon, creant
una elevada dependéncia del comerg¢ exterior. Tampoc cal oblidar la pressido que
s’exerceix sobre els estocs de peix i1 la dependeéncia que hi ha d’oscil-lacions
climatologiques que puguin afectar-los. Per aquests motius, un dels principals objectius
de la nutricié en peixos €s reduir al maxim la despesa de la proteina de la dieta amb
finalitat energetica. Aixd s’aconsegueix definint els aminoacids essencials per a cada
especie 1 elaborant dietes on aquests estiguin disponibles, després dels processos
digestius 1 absortius, en les quantitats 1 proporcions adequades per a la sintesi de

proteines destinades al creixement.

La situacid del sector ha estimulat dues grans linies de recerca. La primera,
reduir el contingut de proteina de la dieta mitjangant I’increment de lipids 1 d’hidrats de
carboni. S’ha demostrat que les fonts d’energia no proteiques permeten estalviar
proteina amb finalitat energética (sparing efect o efecte estalviador), destinant-se una
major quantitat al creixement (Brauge 1 col., 1995; Arzel i col., 1998; Company i col.,
1999). Per aquesta finalitat estalviadora també cal contemplar la funcié dels aminoacids
no essencials (AANE). S’ha demostrat que els AANE son metabolitzats i alterats en
major proporcid que els aminoacids essencials (AAE) (Wilson i col., 1985), i que els
peixos son capagos d’estalviar AAE a costa d’AANE (Kim 1 col, 1991). Hi ha pero,
poca informacié de I’efecte de la relaci6 AAE/AANE de la dieta sobre la capacitat
d’estalvi proteic.

L’altre linia de recerca es centra en testar fonts de proteines alternatives a la
farina de peix. D’una banda, es considera que poden utilitzar-se les despulles del
processat de les especies salvatges capturades i també els peixos capturats que no tenen
cap Us. D’altra banda, els recursos vegetals es presenten com a bons candidats per
reemplacar la farina i I’oli de peix. En aquesta linia, les principals fonts de proteina
vegetal emprades en la formulaci6é de pinsos per peixos son les farines de les llavors de

soja, de colza, de gira-sol, de tramus i1 de cacauet. Generalment també s’inclou blat de
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moro o farines de cereals i lleguminoses perqué aporten midd que proporciona
propietats cohesives a 1’aliment. Encara que existeix molta variabilitat entre especies, la
majoria d’estudis amb peixos considerats carnivors demostren que €s possible substituir
fins a un 40% de farina de peix per proteina vegetal, perd que percentatges majors
acostumen a provocar una reduccio del creixement i una menor eficiéncia d’utilitzacio
de I’aliment en els salmonids (Davies 1 Morris, 1997; Mambrini i col., 1999; Refstie i
col., 2000) i en els teleostis marins (Shimeno 1 col., 1993; Ballestrazzi i col., 1994;
Robaina i col., 1995; Nengas i col., 1996; Burel i col., 2000a,b). La reduccio del
creixement s’associa generalment a la preséncia de factors antinutricionals (Francis 1
col., 2001), a la manca d’algun AAE a les fonts vegetals (Murai i col., 1986; Kaushik,
1990; Kaushik i col., 1995) i a la preséncia de hidrats de carboni complexes (Rackis,
1974; Storebakken i col., 2000).

En el present bloc introductori es descriu, en primer lloc, alguns conceptes de
metabolisme proteic 1 els requeriments proteics i d’hidrats de carboni dels peixos,
centrant-nos especialment en la truita irisada i I’orada. A continuaci6 es recullen els
estudis més rellevants de substituci6 de farina de peix per fonts de proteina vegetal 1,

finalment, es presenten els isotops estables com a eina per fer estudis metabolics.
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Metabolisme proteic en peixos

A la figura 1.2 es representa un esquema global dels processos on intervé la
proteina i els seus aminoacids (AA). El flux d’AA procedents de la dieta, la
concentracié d’AA lliures en els teixits, el metabolisme dels teixits 1 la utilitzacio dels
AA per sintetitzar proteines estan estretament relacionats.

Les proteines de la dieta son hidrolitzades a I’intesti 1 els AA resultants soén
absorbits i entren pel sistema portal al fetge. El flux d’AA que entra via dieta és
generalment major que la quantitat total d’AA lliures en el peix sencer (Carter 1 col.,
1995; Houlihan 1 col., 1995). En el fetge els AA poden utilitzar-se per sintesi proteica,
oxidaci6 amb finalitat energética, conversio a glucosa o conversio a lipids. Tanmateix,
el fetge té un paper central en el control i la regulacié dels AA cap a altres teixits.

En el muscul, els AA son utilitzats per sintetitzar proteines, €s a dir, per créixer,

i com a font d’energia.

AA de la dieta

Glucosa

AANE — AAlliures_ A7 okA Lipids
N, TCA s CO,
ok6 6OH gy N "0

w NH+4

degradacio sintesi

Proteina corporal

Figura 1.2: Esquema general del metabolisme proteic. AA: aminoacid, AANE: aminoacid no
essencial, AT: aminotransferasa, oKG: alfa-cetoglutarat, aKA: alfa-cetoacids (piruvat i oxalacetat
majoritariament), Glu: acid glutamic, TCA: cicle dels acids tricarboxilics.
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Recanvi proteic

Les proteines corporals estan en continu procés de recanvi: sintesi i degradacio.
La sintesi de proteines requereix la presencia de tots els AA, essencials 1 no essencials,
simultaniament en les quantitats adequades.

En els peixos, igual que en els vertebrats superiors, la sintesi de proteines varia
segons el teixit. Aixi, la sintesi proteica és major en el fetge, seguit de branquia, tub
digestiu, muscul vermell 1 mascul blanc (Narayansingh 1 Eales, 1975). Tanmateix, el
patr6 temporal de sintesi proteica varia entre teixits, essent el pic de sintesi proteica en
fetge abans que en muscul (Lyndon i col., 1992). En termes absoluts, el muscul blanc és
el teixit que sintetitza més proteines, ja que representa entorn del 50% de tot el pes
corporal 1 la major part de proteines sintetitzades pel muscul son retingudes (50-70% en
peixos en front d’un 25-40% en mamifers). Aquestes diferéncies poden relacionar-se
amb que el creixement muscular dels peixos té lloc per hiperplasia (incorporaci6
continua de fibres) i per hipertrofia, en contrast amb els vertebrats superiors en els que

el creixement €s només per hipertrofia.

En els peixos, en general, un increment de la ingesta comporta un increment de
la sintesi i la degradacio de proteines (Houlihan i col., 1993). Una part de les proteines
sintetitzades sera retinguda per creixement, de manera que la relacid entre sintesi 1
creixement expressa l’eficiencia de retencid de les proteines sintetitzades. El balang
relatiu entre la sintesi, la degradacio i el creixement varia considerablement en funcié de
la condici6 nutricional. Segons el model proposat per Houlihan i col. (1993) (Figura

1.3), en situacid de manteniment

. Protein accretion
del balan¢ nitrogenat, la taxa de Ky K g
’ . . ;. 2.0 7
sintesi de proteines (ks) és igual a
la de degradaci6 (kd), i per tant la 15
. . r o Protein loss

taxa de reciclatge proteic (kt) és A Maintenance

. ) s |9 ky ks K
equivalent a Ks 1 Kd. En estat no | Ks(m) o s T

E 05 ot

estacionari, en situacio de pérdua | &
de pes, la taxa de degradacid 0.0
supera a la de sintesi, de manera o5 Ky = kg = ks K = kg

que el reciclatge proteic ¢&s

. , . Figura 1.3: Creixement proteic (kg) en el muscul blanc
equivalent a la taxa de sintesi. En de truita (40g, 8°C). Dades de McCarthy i col.
publicades per Houlihan i col. (1993).
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situacid de creixement, hi ha un procés continu de sintesi de proteines noves i de
resintesi de molécules degradades; en aquest cas el reciclatge proteic és equivalent a la
taxa de degradacio.

La sintesi de proteines i el consum d’energia estan estretament relacionats
(Waterlow i1 Millward, 1989; Houlihan, 1991; Lyndon i col., 1992), per aixd una forma
de maximitzar el creixement és, en part, reduint la taxa de reciclatge proteic (Carter i
col., 1998, Mente i col., 2002). Des del punt de vista de I’aqiiicultura, aquells animals
amb una major eficiéncia de conversid de les proteines sintetitzades seran els més
adequats per cultivar.

Les taxes de sintesi i degradaci6 estan influides per molts factors, com per
exemple, la temperatura (Mathers i col., 1993), la raci6 (Carter i col., 1993), I’especie
(revisat per Houlihan i col., 1993), I’estadi del cicle biologic (Mathers i col., 1993), el
pes corporal (Houlihan 1 col., 1986), I’exercici (Houlihan 1 Lauret, 1987) 1 la propia
jerarquia dels animals dintre d’una mateixa especie (McCarthy i col., 1992, 1994). La
composicid de la dieta també influeix fortament sobre les taxes de sintesi 1 degradacio.
A nivell de tot el cos, la taxa de reciclatge proteic incrementa quan la dieta té un elevat
contingut proteic (Houlihan 1 col., 1989; Meyer-Burgdorf i Rosenow, 1995b), pero
també quan hi ha una concentracié suboptima de proteines (Meyer-Burgdorf i Rosenow,
1995b), un perfil d’AA poc balancejat (Fauconneau, 1985; Langar i Guillaume, 1994;
Perera, 1995) o durant el dejuni (Kim i col.,, 1992a). En aquests ultims casos
I’increment del reciclatge prové de I’increment de la degradacio proteica.

Les taxes de sintesi, degradacio, reciclatge, deposicid proteica i deposicid de
proteines recent sintetitzades varien quan la farina de peix és substituida per fonts de
proteina alternatives. Aixi, en 1’anguila, la substitucid de la farina de peix per farina de
gira-sol provoca un increment del reciclatge proteic i una menor eficieéncia de deposiciod
proteica (De la Higuera i col., 1999). La substitucio de la farina de peix per un 50% de
farina de col-lagen o de plomes en el llobarro provoca una menor taxa de deposicid
proteica, alhora que dietes basades en AA hidrolitzats provoquen una menor eficiéncia
de retencio de les proteines sintetitzades per increment de la taxa de degradacio, en
comparacio amb dietes basades amb AA proteics (Langar i col. 1993). Truites irisades
alimentades amb dites amb un 30% de soja mostren una menor eficiéncia de retencio de
les proteines sintetitzades en comparacié amb truites alimentades amb farina de peix
(Martin 1 col., 2003). En la gambeta (Litopeneaus vannamei) alimentada amb caseina, la

sintesi proteica i la retenci6 de proteines €s menor, mentre que la degradacio proteica és
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major, en comparacidé amb animals alimentats amb farina de peix (Mente i col., 2002).
Altres components de la dieta a part de la font proteica o el perfil d’AA, també
influeixen sobre la taxa de reciclatge proteic. Aixi per exemple, 1’abséncia de
carbohidrats en la dieta fa incrementar la taxa de degradaci6 de les proteines (Peragon i
col. 1999). D’altra banda, dietes amb un elevat contingut de carbohidrats i un baix
contingut proteic fan disminuir la taxa de deposici6 proteica, indicant un increment de la
degradacio proteica i una disminucio de la taxa de retencid de les proteines sintetitzades

(Viaplana-Marin i col., 2005).

Oxidacio d’aminoacids

L’oxidacio6 dels AA en peixos és comparativament més elevada que en mamifers
(McFarlan 1 VonHolt, 1969; Nagai i Ikeda, 1972, 1973; Cowey, 1975). Els peixos
utilitzen els AA amb finalitat energética preferentment a la glucosa, essent els AANE
més oxidats que els AAE (Walton 1 Wilson, 1986). En régim d’alimentacio, els AA que
majoritariament s’oxiden son els procedents de la dieta, ja que el subministrament d’AA
procedents de la proteolisi muscular és escas (Houlihan 1 col., 1993). En canvi, en
situacio de dejuni, els AA corporals son el principal substrat energetic (Mommsen i col,

1980; French i col., 1983).

La degradacio dels AA té lloc en dues etapes. En primer lloc, els AA son
convertits en molécules intermediaries que entren en el cicle dels acids tricarboxilics.
Els enzims implicats solen ser especifics de ’AA 1 les reaccions son de tipus
desaminaci6 oxidativa, transdesaminacid i1 descarboxilacidé no oxidativa. En segon lloc,
aquests intermediaris son oxidats a CO, i H,O mitjangant oxidases i deshidrogenases.
La deshidrogenasa present en els teixits animals és la glutamat deshidrogenasa (GDH)
(Bell, 1968). El grup NH, dels AA catabolitzats pot utilitzar-se per reaccions de
transaminacio, catalitzades per 1’alanina i I’aspartat aminotransferasa (ALAT 1 ASAT),
també conegudes com a glutamat-piruvat aminotransferasa i glutamat-oxalacetat
aminotransferasa, respectivament (GPT i GOT), o pot ser alliberat per reaccions de
desaminaci6 abans de ser eliminat. Les reaccions de desaminaci6é poden ser directes o

per transdesaminacid, essent aquesta ultima la via majoritaria.

El control enzimatic del catabolisme dels AA depén de dos mecanismes:
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O “Fine control”: depén de la Km. Walton 1 Cowey (1982) van demostrar que les
concentracions dels AA en els teixits de peix estan per sota dels valors de Km dels
enzims implicats en el seu catabolisme. L’increment de la concentracié d’AA en els
teixits, per exemple en estat postprandial o com a resposta a una ingesta hiper-proteica,
fa incrementar 1’oxidacié dels AA (Walton i Cowey, 1977; Cowey i Sargent, 1979).

O “Coarse control” o control de la concentracié dels enzims. Aquest és un
control important en I’adaptacid dels animals a les variacions d’ingesta proteica. En la
carpa i la truita la concentracid de determinats enzims catabolics del fetge (histidina
desaminasa 1 urocanasa en carpa, GDH 1 ALAT en truita) incrementa en resposta a una
dieta hiperproteica (Sakagughi 1 Kawai, 1970; Sanchez-Muros i col., 1998). En situacio
de dejuni, la proteolisi muscular incrementa i1 per tant el nivell d’AA plasmatics. En
aquesta situacio, I’activitat dels enzims ALAT i ASAT en el fetge i el muscul també

incrementa (Mommsen i col., 1980; Moon 1 Johnston, 1981; Moon, 1983).

Gluconeogéenesi a partir d’aminoacids

El catabolisme de la proteina de la dieta o de les propies proteines corporals és
una via important per a 1’obtencid de glucosa. Els aminoacids més gluconeogenics en
els peixos son 1’alanina, la glicina i la serina (Cowey i col, 1977a; Walton 1 Cowey,
1979 a,b; Hayashi i Ooshiro, 1977, 1979; Renaud i Moon, 1980). El glutamat 1
I’aspartat també ho son perd en menor quantitat (Walton 1 Cowey, 1982; Renaud 1

Moon, 1980).

Els quatre enzims gluconeogenics son la piruvat carboxilasa (PC), la
fosfoenolpiruvat carboxiquinasa (PEPCK), la fructosa bisfosfatasa (FBPasa) i la
glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa). La FBPasa 1 la G6Pasa son ubiqiies (Johnston i Moon,
1979; Knox i col., 1980). En canvi la PC i la PEPCK tunicament es troben presents en el
fetge, que és el principal teixit gluconeogeénic (Phillips i Hird, 1977; Mommsen i col.,
1985), 1 en el rony6 del llenguado (Jorgensen i Mustafa, 1980) 1 del salmo atlantic
(Mommsen 1 col., 1985). En el cas del muscul, Gnicament s’ha detectat activitat
gluconeogenica a partir de lactat en la palaia (Batty i Wardle, 1979).

En el fetge dels peixos, la canalitzaci6 dels AA cap a sintesi proteica, oxidacid o
gluconeogenesi esta fortament relacionada amb 1’estat nutritiu. Estudis in vitro amb

hepatocits aillats mostren que la taxa de gluconeogeénesi €s major en situacié de dejuni
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que en situacié d’alimentacidé en anguiles americanes (Renaud i Moon, 1980) i truites
irisades (French i col., 1981). Tanmateix, en la truita irisada, durant el dejuni incrementa
la taxa d’incorporacié de “C-Ala (Cowey i col., 1977a) i de '*C-Glu (De la Higuera i
Cardenas; 1985) a glucosa. A nivell enzimatic s’ha vist que 1’activitat dels enzims
gluconeogenics incrementa en situacio de dejuni en el llobarro (Zammit i Newsholme,
1979), la palaia (Moon i Johnston, 1980), la truita (Moon i col, 1989) i la perca (Foster i
Moon, 1991).

Una situacié comparable al dejuni és la migracio. Mommsen i col. (1980) van
proposar que durant la migracio dels salmons es produeix una conversio neta d’AA a
Ala en el muscul blanc (proteolisi) que ¢€s alliberada a la sang i s’utilitza com a substrat
gluconeogenic pel fetge i el ronyd. Posteriorment, les mesures in vitro de French 1 col.
(1983) van confirmar I’increment en la taxa de gluconeogenesi en salmons en €época de
migracio.

Les dietes amb un elevat contingut proteic i un baix contingut d’hidrats de
carboni fan incrementa la taxa d’incorporacié de '*C-Ala a glucosa en la truita irisada
(Cowey 1 col., 1977a) i I’activitat dels enzims gluconeogeénics (G6Pasa, FDPasa i
PEPCK) en la truita irisada, la seriola i I’orada (Cowey 1 col., 1977b; Shimeno 1 col,
1979; Metén i col., 2003). D’altra banda, dietes riques en carbohidrats fan disminuir
I’expressio dels enzims gluconeogénics en 1’orada (Panserat i col., 2002), mentre en la
truita no s’observa cap efecte dels hidrats de carboni sobre I’expressid dels enzims
gluconeogenics (Panserat 1 col., 2001), fet que pot explicar, en part, la hiperglicemia que

presenta aquesta especie quan €s alimentada amb dietes riques en hidrats de carboni.

Lipogénesi a partir d’aminoacids

El principal teixit de sintesi d’acids grassos és el fetge. L’esquelet de carboni
dels AA ¢és convertit fins a acetil CoA, per la piruvat deshidrogenasa, 1 I’acetil CoA ¢és
convertit a Acil CoA mitjangant reaccions de carboxilacid, condensacio i reduccid
catalitzades per la Acetil CoA carboxilasa 1 pel complex Fatty Acil CoA sinthetasa
(FAS). Els triglicérids es formen per esterificacio de 3 acids grassos amb 1 glicerol-1-
fosfat.

L’efecte de la proteina de la dieta sobre la lipogenesi hepatica ha estat poc
estudiada. En la truita, dietes amb un baix contingut proteic provoquen en alguns casos

la disminuci6 de I’activitat de les deshidrogenases hepatiques (generadores de NADPH)
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(Walton, 1986; Barroso i col., 1994), pero en d’altres casos no s’observa aquest efecte
(Lupiafiez i col., 1989). En el llobarro s’ha observat que dietes amb un 25% de proteina
crua fan incrementar I’activitat de ’acetil coA carboxilasa, mentre majors quantitats de
proteina no afecten 1’activitat de I’enzim (Dias 1 col., 2003). En els vertebrats superiors
a part de la quantitat de proteina, també la qualitat d’aquesta afecta a ’activitat dels
enzims lipogenics (Rosebrough i col., 1982; Herzberg i Rogerson, 1984; Iritani i col.,
1986, 1996). En els peixos hi ha molt pocs estudis de 1’efecte de la font proteica sobre la
lipogenesi, perd s ha vist que dietes riques en proteina vegetal (soja o farina de blat de
moro) provoquen en el llobarro la disminuci6é dels enzims lipogenics (G6PDH, EM,
ATP-citrat liasa, Acetil coA carboxilasa 1 FAS) en comparaciéo amb peixos alimentats

amb farina de peix (Dias 1 col. 2005).

Excreci6 de nitrogen

A diferéncia dels vertebrats terrestres, el principal producte final del
metabolisme del N en els teleostis és I’amoni (NH; ") (80% de ’excrecié de N), excretat
principalment per les branquies (Smith, 1929; Vellas i Sefarty, 1974). Els peixos també
produeixen quantitats petites d’urea, procedents del trencament dels acids nucleics
(Foster 1 Goldstein, 1969). L’amoni es forma a partir de la desaminacié dels AA, les
amides, les purines, pirimidines i hexosamines. L’amoniac (NHj3), alliberat en els
processos de desaminacio, és molt toxic, perd en condicions de pH fisiologic es
transforma en amoni. La produccié d’amoni es fa principalment al fetge mitjangant
transdesaminacio (Van Waarde, 1981; Casey i col., 1983). En situacio postprandial, el
ronyo, el muscul blanc i I’intesti també contribueixen a la producci6 d’amoni. En el
muscul blanc ’amoni es produeix pel cicle del purin-nucleotid (Lowenste, 1972).

La composicio de I’aliment influeix sobre 1’excrecié de nitrogen. Aixi I’excrecid
d’amoni incrementa quan les dietes son riques en proteina i quan el balang d’AA no és
adequat per la sintesi proteica i el creixement (Cho 1 Kaushik, 1985). Tanmateix
I’excreci6 d’amoni s’ha correlacionat amb D’activitat dels principals enzims del

catabolisme dels AA (Fromm, 1963 ; Infante, 1974).
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Requeriments proteics i d’aminoacids dels peixos

Els peixos, igual que en els vertebrats superiors, son incapagos de sintetitzar
determinats AA, denominats AA essencials (AAE), 1 per tant han de ser aportats per la
dieta. En canvi, els aminoacids no essencials (AANE) si que poden ser sintetitzats a
partir dels corresponents a-cetoacids, per transaminacid. En els peixos també es
distingeixen dos AA semiessencials, que només poden ser sintetitzats a partir de dos
aminoacids essencials. Son la cisteina/cistina 1 la tirosina que deriven respectivament de

la serina/metionina i de la fenilalanina.

Els deu AAE pels peixos son els mateixos que pels vertebrats superiors no

ureotelics. Entre els AAE es poden distingir tres categories:

- arginina (Arg) 1 histidina (His): es sintetitzen en el metabolisme intermediari
perd aquesta sintesi no comporta un balang positiu degut a la baixa activitat
dels sistemes enzimatics.

- leucina (Leu), isoleucina (Ile), valina (Val), triptofa (Trp), fenilalanina (Phe)
1 metionina (Met): poden sintetitzar-se per transaminacid, perd0 a una
velocitat insuficient degut a la manca de substrat.

- lisina (Lys) i treonina (Thr): no es poden sintetitzar a partir de cap metabolit

intermediari degut a I’abséncia de les transaminases necessaries.

En qualsevol cas, per tota aplicacio practica, aquests deu aminoacids s’han de
considerar essencials. Els requeriments d’AAE es determinen preparant una seérie de
dietes que contenen percentatges graduals de I’AAE en estudi 1 el requeriment
s’estableix estudiant la resposta (creixement) a diferents dosis. D’aquesta manera els
requeriments quantitatius dels deu AAE han estat exactament definits per la truita
irisada (Kim 1 col., 1992 a,b,c; Kim, 1993; Rodehutscord i col., 1997) i per 1’orada
(Luquet 1 Sabaut, 1974; Kaushik, 1998; Fournier i col., 2002). En general, es considera
que els requeriments d’AAE no canvien substancialment entre especies (Cowey, 1994;

Akiyama i col., 1997).
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El requeriment proteic es defineix com el nivell optim de proteina que
maximitza el creixement, 1 equival a la suma dels requeriments d’AAE més un aport
nitrogenat d’AANE. Els requeriments proteics i d’aminoacids essencials dels peixos
son, en molts casos, el doble dels requeriments de rata, pollastre 1 porc (revisions de
Mertz, 1972; Cowey, 1975, Cowey 1 Stevenson, 1979; Ogino, 1980). Per salmonids el
nivell optim de proteina a la dieta és d’un 40% (Cowey, 1975), mentre per especies
marines €s d’un 45-50% (Peres i Oliva-Teles, 1999; Kaushik, 1997). En la truita s’ha
establert que del 40% de proteina requerida, un 24% ¢&s per cobrir els requeriments

d’AAE 1 un 16% per cobrir les necessitats energetiques (Kim,1997).

Qualitat nutricional de les proteines

® Perfil d’aminoacids essencials

Una font proteica és equilibrada quan aporta el perfil d’AAE requerit per una
determinada espécie. Aleshores es diu que el patré d’AAE esta ben balancejat. En canvi,
si la font proteica aporta un o més AAE en menor quantitat de la requerida per una
determinada especie aleshores es considera una proteina poc balancejada o
imbalancejada. Les proteines imbalancejades limiten la sintesi proteica ja que només
s’emprara per sintetitzar proteines una quantitat d’AA equivalent a la disponibilitat de
I’AA limitant.

Una bona manera d’establir els requeriments d’AAE d’una espécie €és basant-se
en el seu perfil d’AAE corporal, ja que s’ha demostrat que existeix una elevada
correlacié entre el perfil d’AAE corporal i els requeriments de 1’espécie (Mambrini i
Kaushik,1994). La concentracio d’AA lliures en els teixits animals €s un bon indicador
de la idoneitat dels AA de la dieta 1 pot servir per quantificar els requeriments
aminoacidics de 1’animal (Pion, 1976). D’altra banda, existeix una elevada correlacio
entre els AAE de la dieta i els del plasma (Nose, 1972; Ogata, 1986; Lyndon i col.,
1993), i els AA lliures dels teixits poden alterar-se en funcio de la qualitat de la dieta

(Kaushik 1 Luquet, 1980).

Per avaluar la qualitat d’una dieta s’utilitza 1’index anomenat “Amino acid
score”, index que es basa en dues assumpcions:
l. la sintesi de proteines en el teixit estara limitada si tots els AA de la

dieta no estan presents en la quantitat adequada
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2. la sintesi de proteines estara limitada si la quantitat d’AAE de la dieta
¢s inferior als requeriments de 1’animal.
Aquest index es calcula com el percentatge de cada AA en la dieta respecte als
AA d’una dieta de referéncia que conté els requeriments establerts per a cada espécie.
L’AA que tingui el menor percentatge es considera I’AA limitant. L’index de la dieta

sera I’index de ’AA limitant.

® Relacio aminoacids essencials / aminoacids no essencials

En la practica, els requeriments d’AANE es consideren de forma global, com a
requeriments de tots els aminoacids no essencials en conjunt. La formulacié de les
dietes es basa en establir el requeriment proteic i les necessitats especifiques de cada
AAE per a cada especie, de manera que I’aport d’AANE s’estableix com a diferéncia
entre 1’aport total de proteina 1 I’aport d’AAE. Pero, per definir les millors condicions
d’utilitzaci6 de la proteina de la dieta és important saber no només els requeriments
concrets de cada AAE sin6 també la proporcid d’aquests respecte als AANE. De fet,
dietes completament carents d’AANE tenen un efecte negatiu sobre el creixement
(Shuhmacher i col., 1995). Els estudis en porcs de Wang i Fuller (1989) van demostrar
que el balang entre AAE 1 AANE de la dieta influeix sobre la retencido de N. En els
porcs, la relacié optima AAE/AANE és de 1 o 1.3, mentre majors proporcions d’AANE
fan disminuir la retencidé de N. En truites, 1’eficiéncia d’utilitzacio de 1’aliment millora
amb dietes amb una relaci6 AAE/AANE de 1.5 en comparaci6 amb dietes amb una
relacié de 0.67 (Shuhmacher i col.,1995) i amb dietes amb una relaci6 AAE/AANE de
1.32 en comparacié amb dietes amb una relacio de 1.94 (Green i col., 2002). En la
tilapia, la deposicio proteica és més elevada quan s’alimenta amb dietes amb una relacid
AAE/AANE de 0.67 en relacio6 a peixos alimentats amb una relacio de 0.33 (Mambrini 1
Kaushik, 1994). En general es pot establir que per una determinada ingesta d’AAE, la
retencid proteica és Optima si la proporcid de AANE és propera al 50% (Mambrini i
Guillaume, 1999), cosa que succeeix quan la font de proteina és d’origen animal, mentre
en el cas de dietes basades en proteines vegetals cal suplementar amb AA, no només per
proporcionar els AAE sind també per proporcionar una relaci6 AAE/AANE que

maximitzi el creixement.
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® Proteina i energia metabolitzable

La bona utilitzaci6 de la proteina de la dieta depén del balang optim per a cada
especie entre proteina i energia metabolitzable. Per les espécies marines la relacio
optima de proteina/energia de la dieta €s major 1 I’eficiéncia de retencid proteica menor
en comparacié amb els salmonids (Kaushik, 1997).

En general, per tots els peixos un aport excessiu d’energia no proteica condueix
a una reduccid de la ingesta abans de que es consumeixi la quantitat de proteina
adequada, ja que els nivells d’ingesta estan determinats principalment per I’energia total
disponible de la dieta (Page 1 Andrews, 1973; Peter, 1979; Kentouri i col., 1995).
D’altra banda, un nivell massa elevat de proteina/energia comporta 1’oxidaci6 dels
aminoacids (Cowey, 1979), fet que no és desitjable des del punt de vista de rendibilitat
de la dieta. Algunes espécies, com 1’orada, regulen el consum d’aliment en funci6 de la
relacid proteina/energia de la dieta per satisfer els seus requeriments nutricionals
(Kentouri i col., 1995).

Les fonts d’energia no proteiques permeten estalviar proteina amb finalitat
energética. Generalment s’ha considerat que els lipids son millor font d’energia que els
carbohidrats, perque aporten un contingut energetic elevat i no presenten els problemes
associats al consum de nivells alts de carbohidrats. Tot i aix0, sembla que I’efecte dels
lipids sobre I’estalvi de proteina és menys eficient en I’orada que en els salmonids
(Vergara i col., 1996; Company i col., 1999). D’altra banda, cada vegada hi ha més
estudis que demostren que els hidrats de carboni correctament processats contribueixen

a I’estalvi proteic (Pieper i Pfeffer, 1980b; Kim 1 Kaushik, 1992; Capilla i col., 2003).

e Disponibilitat dels aminoacids

La qualitat proteica d’una dieta depeén de la digestid 1 absorcio dels seus AA, ja
que aquests processos condicionaran el patré d’AA disponibles per a la sintesi proteica.
La mesura de la digestibilitat dels nutrients de la dieta dona una indicacio del valor
nutricional d’aquesta i es recomana que sempre es realitzi com a primera mesura de la

qualitat d’una dieta (Cho i1 Kaushik, 1990).

Quan les dietes estan formulades amb un elevat contingut d’AA cristal-lins les
taxes de creixement son, en alguns casos, inferiors en relacio a les obtingudes quan les
dietes es formulen a partir de proteina (Walton 1 col., 1982; Murai 1 col., 1984; Walton 1

col., 1986; Coloso i col., 1988; Moon i Gatlin, 1989). La reduccié del creixement s’ha
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associat a la més rapida taxa d’absorcio dels AA cristal-lins respecte als proteics (Murai
i col., 1987; Cowey 1 Walton, 1988; Garzon, 1995; Sierra, 1995). L’aparicid asincronica
dels AA cristal-lins respecte als que formen part de proteines en els llocs de sintesi
proteica estimula el catabolisme dels AA 1 disminueix la sintesi proteica 1 per tant el
creixement (Cowey 1 Luquet, 1983). De fet, s’ha demostrat que si els AA cristal-lins son
recoberts es millora el creixement, estimulant la sintesi i la deposici6 proteica (Garzon,
1995; Sierra, 1995; De la Higuera i col., 1997). Ara bé, en d’altres casos els AA
cristal-lins s’utilitzen de forma eficient. En el cas del salm¢ atlantic s’ha demostrat que
¢s possible incloure en la dieta un 30% d’AA cristal-lins sense afectar al creixement
(Espe 1 Lied, 1994). En la truita un 54% d’AA cristal-lins promou el creixement de la
mateixa manera que ho fa una dieta basada unicament en proteina (Rodehutscord i col.,
1995), i en I’orada un 10% d’AA cristal-lins s’utilitzen de forma eficient (Marcouli i
col., 2004). Recentment Dabrowski i col. (2003) han comparat I’us dels AA en alevins 1
juvenils de truita irisada a partir de tres dietes formulades amb els mateixos AA pero en
forma d’AA cristal-lins, de dipeptids o de proteina. Aquests autors han demostrat que la
dieta basada en dipéptids sintétics promou el creixement de la mateixa manera que ho fa
la dieta basada en proteina. En canvi, la dieta basada en AA cristallins provoca un
increment de 1’excrecid d’amoni en comparacid a la basada en dipéptids, indicant un
increment dels processos de desaminaci6. Tanmateix, els autors indiquen que la dieta
basada en dipéptids provoca un major consum d’oxigen en 1’estat postprandial i que per

tant caldria millorar encara la hidrolisi, absorcid 1 transport d’aquests dipeptids.
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Requeriments d’hidrats de carboni dels peixos

Els peixos tenen uns requeriments de glucosa baixos (50 mg /100 g de peix i dia)
perd necessaris pel manteniment del sistema nervids, eritrocits i gonades (Organs
altament glicolitics). La taxa d’utilitzaci6 de la glucosa pels peixos és menor que la dels
mamifers (Cowey 1 col., 1977a; Mazeaud, 1973; Lin i col., 1978), la velocitat de
renovacido de la glucosa circulant és més lenta (5-6 hores) comparada amb la dels
mamifers (menys de 30 min) i el reciclatge de la glucosa varia molt segons 1’espécie,
les condicions mediambientals i 1’estat nutricional (de 2 a 55 mmol/kg de pes

corporal/min).

Els tnics hidrats de carboni que poden ser retinguts en la formulaci6 dels pinsos
son els hidrats de carboni complexos com el mido. Aquests constitueixen una font
d’energia barata, aportant una energia bruta mitja de 16.7 KlJ/g. Ara bé, per
I’alimentaci6 dels peixos cal considerar no I’energia bruta sin6 1’energia digerible que
aporten, que difereix considerablement de 1’energia bruta segons I’especie. En general
un increment del contingut de sucres en la dieta redueix la seva digestibilitat (Kim i
Kaushik, 1992; Brauge i col., 1994). Els tractaments hidrotérmics (coccid-extrusio,
gelatinitzacio) milloren la digestibilitat dels hidrats de carboni complexes per la majoria
d’especies d’aigua dolg¢a 1 marina, permetent un major aport d’energia digerible (Bergot
i Breque, 1983; Takeuchi i col., 1990). Les principal fonts d’hidrats de carboni sén els
midons vegetals: de cereals, proteaginoses, arrels 1 tubercles pretractats. Processats de
manera correcta, els glucids contribueixen a 1’estalvi proteic ja que la glucosa s’utilitza
com a font d’energia i desvia als aminoacids lluny de les vies oxidatives i de la
gluconeoenesi (Kaushik i Oliva-Teles, 1985; Peragén i col., 1999; Ruohonen i col.,

1999; Meton 1 col., 1999).

Algunes especies han mostrat una relativa inhabilitat de metabolitzar els hidrats
de carboni exogens. Aquesta inhabilitat es reflexa en una hiperglicemia prolongada

quan s’administra una carrega de glucosa (Palmer i Ryman, 1972; Shimeno i col., 1977;
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Bergot, 1979; Brauge i col., 1995). Els efectes i la durada de la hiperglicemia depenen
molt de I’especie. Furuichi i Yone (1981) van demostrar que per a una mateixa dosi de
glucosa la hiperglucémia era més severa en una especie carnivora com la seriola que en
una omnivora com la carpa. En general sembla que com més carnivora sigui I’espécie
més llarg sera el temps d’hiperglicemia (Moon, 2001). Pels salmonids i1 per espécies
marines el nivell optim de carbohidrats digeribles en la dieta < 20% (revisat per Wilson,

1994).
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Ingredients vegetals com a fonts de proteines

Limitacions de I’Gs d’ingredients vegetals

Entre les principals limitacions de 1’s de proteines d’origen vegetal destaquen la
reducci6 de la palatabilitat (Mackie 1 Mitchel, 1985; Reigh 1 Ellis, 1992; Gomes 1 col.,
1995; Bureau i col., 1998; Refstie 1 col., 1998; Arndt i col. 1999), imbalangos
d’aminoacids com per exemple els sulfurats (Médale i col., 1998), la baixa disponibilitat
del fosfor i els efectes metabolics dels factors antinutricionals (Alarcon i col., 1999;
Francis 1 col., 2001), 1 la disminuci6 de I’activitat dels enzims proteolitics (Dabrowsky 1
col., 1989; Rumsey 1 col., 1993). També¢ cal tenir present que moltes proteines vegetals

son deficients en un o més AAE 1 per tant, en molts casos cal suplementar les dietes

amb AAE cristal-lins (Murai i col., 1986; Kaushik, 1990; Kaushik i col., 1995).

Els factors antinutricionals (FAN) de les fonts vegetals sén molt diversos:
inhibidors de proteases, fitoestrogens, lectines, antivitamines, fitases, saponins, diversos
oligosacarids i proteines antigéniques (Tacon i Jackson, 1985, Hendricks i Baileg, 1989;
Macrae 1 col., 1993; Liener, 1994; Anderson 1 Wolf, 1995, Friedman, 1996; Alarcon 1
col., 1999). Els FANs es classifiquen segons la seva sensibilitat térmica (temperatura
necessaria per inactivar-los sense alterar el valor biologic dels altres components). Aixi,
les lectines i els inhibidors de proteases i amilases son sensibles a la calor, mentre els
tannins, oligosacarids, saponines, fitoestrogens, fitats i alcaloids son resistents. A part
del tractament térmic, existeixen altres estratégies per reduir el potencial nociu dels
FAN. Mitjancant el cultiu selectiu es seleccionen aquelles varietats de colza, patata o
tramtis amb menor contingut d’alcaloids, glicosinolats, gosipol i acid erucic. Mitjangant
extrusid 1 esclofollament (treure la clofolla) es redueix el contingut de tannins del

tramus 1 de diverses lleguminoses.

La majoria de les fonts proteiques vegetals contenen fosfor en forma de fitat. El
fitat t¢ una baixa biodisponibilitat pels peixos, donada I’abséncia de fitases al tracte

gastrointestinal. Com a mesura pal-liativa, les dietes es suplementen amb fosfor
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inorganic, o bé s’addicionen fitases microbianes (Rodehutscord i Pfeffer, 1995; Oliva-

Teles i col., 1998).

Ingredients vegetals emprats en pinsos per peixos

A la Taula 1.1 es presenta la composicido de les matéries primeres d’origen
vegetal més emprades en la formulacio de pinsos. Actualment, la soja (Glycine max) es
considera una de les millors fonts proteiques ja que proporciona un perfil d’AA adient
per a molts teleostis. Malauradament, cont¢ un 30% de carbohidrats no digeribles i
altres compostos que poden dificultar el procés digestiu (Rackis, 1974; Storebakken 1
col., 2000).

La colza (Brassica napus), presenta un perfil de proteines bastant ben equilibrat
pero conté una quantitat de cel-lulosa massa elevada.

El cereals com el blat (Triticum aestivum) i el blat de moro (Zea mays), son rics
en mido (62% - 72%), bastant poc digerible en estat cru, perod que, correctament tractat
(coccid-extrusio) incrementa molt la seva digestibilitat, constituint una font energetica
interessant per als peixos. Ara bé, el contingut proteic d’aquests cereals és pobre,
especialment el contingut d’AAE 1 sobretot de lisina.

El tramus (Lupinus sp) és relativament ric en oli, no conté mid6 i presenta un
contingut de proteina i una composicié d’AA similar a la soja, encara que ¢és deficient
en metionina.

Els pésols (Pisum sativum) son les proteaginoses actualment més emprades en el
mercat europeu. Tenen un percentatge de lipid 1 proteina baix pero son rics en mido, el

qual confereix un gran poder aglutinant al pinso.

Taula 1.1. Composicié de materies primeres d’origen vegetal

% en material seca

Extracte no nitrogenat ~ Mid6 (hidrolitzat acid)  Proteina bruta  Lipids Cendres
Tortd de soja 30.3-28.5 33-3.1 42.5-48 1.8-19 6-6.2
Tort6 de colza 333 52 38.7 1.8 7
Gluten de blat 10 79 5 1
Gluten de blat de moro 37.7 60 2.8 2.8
Blat 68.8 56 11.3 1.9 1.7
Blat de moro 69 60.5 9 4.2 1.6
Tramus extrusionat 27.6 471 9.6 34
Pésol extrusionat 52.7 42.4 22 1.6 34

Tort6: co-producte de I’extraccid de greixos. Informaci6 extreta de Mambrini i Guillaume (1999).
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Substitucio de la farina de peix per proteines vegetals

A nivell de produccié comercial la farina de peix s’ha reemplagat per soja fins a
un 50% en dietes per peix gat, carpa i molts teleostis tropicals i crustacis (Akiyama,
1988; Lovell, 1990; Tacon, 1993). A nivell experimental, s’ha estudiat la soja 1 els seus
derivats (concentrats de proteina de soja, fase soluble de I’extracte de soja etc.) per
especies d’interés aqiiicola. Els resultats son variables i depenen molt del tractament que
hagi patit la soja. En la truita irisada, un 50% de substitucié de la farina de peix per
farina de soja redueix el creixement 1 la utilitzacié de nutrients (Dabrowski 1 col., 1989;
Kaushik 1 col., 1995). En canvi, un 20% de substitucié amb farina de soja tractada amb
infraroig o amb extracci6 de la fase insoluble, no altera ni el creixement, ni la taxa de
conversid de 1’aliment ni la retenci6 del nitrogen (Oliva-Teles i col., 1994). En ’orada,
un 10, 20 1 30% de substitucié amb farina de soja no afecta a la ingesta ni al creixement,
perd a mesura que incrementa el percentatge de substitucié el contingut de lipids
hepatics augmenta i I’eficiéncia d’utilitzacid de 1’aliment i la proteina, I’activitat tripsina
i el contingut de glicogen hepatic disminueixen (Robaina i col, 1995). Els millors
resultats fins al moment s’han obtingut amb concentrats de proteina de soja. En la truita
irisada, el reemplacament total de la farina de peix per concentrat de proteina de soja no
afecta ni al creixement ni a la utilitzacié de nutrients (Kaushik i col., 1995). En canvi en
I’orada, més d’un 30% de substituci6 amb concentrat de proteina de soja provoca la
disminucid progressiva del contingut de lipids corporals, de la ingesta, del pes 1 de la

retencio d’energia (Kissil i col., 2000).

Els estudis experimentals duts a terme amb tramus sén prometedors. En la truita
irisada, fins a un 40% de substitucié de farina de peix per tramus sense clofolla no
provoca un efecte negatiu sobre el creixement ni la utilitzacié dels nutrients (Farhangi 1
Carter., 2001). El creixement, la taxa d’ingesta, el balang nitrogenat i la digestibilitat de
la dieta tampoc es veuen compromesos amb una substitucid del 50% amb tramus
extrusionat (Burel 1 col., 2000a,b). En 1’orada, un 10, 20 i 30% de substituci6 amb
tramus tampoc afecten ni al creixement ni a la ingesta, encara que 1’activitat tripsina

disminueix amb el 30% de substitucié (Robaina i col., 1995).

El reemplagament d’un 40% de farina de peix per farina de gira-sol en dietes per

truita irisada no alteren la utilitzaci6 de la proteina 1 de ’energia de la dieta (Sanz 1 col.,
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1994). La substitucid del 20% de la farina de peix per farina de pésol en dietes per orada
tampoc compromet el creixement, la utilitzacido de 1’aliment o la digestibilitat de la
proteina (Pereira i Oliva-Teles, 2002). En relaci6 a la colza, fins a un 66 % de
concentrat de proteina de colza en dietes per truita no provoca canvis en el creixement,
la ingesta, ’eficiencia d’utilitzaci6 de 1’aliment, de la proteina 1 de I’energia
(Teskeredzic i col., 1995). En I’orada, quantitats creixents de concentrat de proteina de

colza (30, 60, 100%) redueixen el creixement i la ingesta (Kissil i col., 2000).

Els productes formats a partir de fonts vegetals com el colzapro - llavor de colza
1 pesols- 1 dietes formulades a partir d’una barreja d’ingredients vegetals (farina de
tramus, fava, pésol, gluten de blat de moro, soja i colzapro) poden substituir a la farina
de peix fins a un 15%, en el cas del colzapro (Gomes 1 col, 1993) i fins a un 66%, en el
cas de la barreja d’ingredients vegetals (Gomes i col., 1995), sense alterar el creixement

de truites irisades.

Malgrat els importants avencos en aquest camp, la substitucié total de la farina
de peix per proteines vegetal és dificil perque, en general, la inclusié d’una elevada
quantitat de proteina vegetal comporta una reduccid del creixement i una menor
eficiéncia d’utilitzaci6 de I’aliment. A més a més, el coneixement que es té dels
requeriments nutricionals de 1’orada 1 de les possibles alternatives a la farina de peix és
més limitat del que es coneix per especies d’aigua dolga, tot i que 1’orada és una de les

especies més importants cultivades en 1’area mediterrania.
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Els Isotops Estables com a tragadors metabolics

Tradicionalment els estudis de metabolisme en peixos s’han dut a terme amb
isotops radioactius. El perill que representa 1’0s de la radioactivitat en termes de
seguretat personal 1 de contaminacié ambiental en estudis de camp fa que, des de fa uns

anys, els isotops estables es presentin com a bona alternativa al métode tradicional.

Isotops son totes aquelles formes d’un element donat (mateix pes atdomic) que
contenen diferent nimero de neutrons. En els estudis de metabolisme, el terme “isotop
estable” s’aplica als isotops no radioactius d’un element que son menys abundants que
I’isotop més abundant a la natura. A la taula 1.2 es mostra 1’abundancia natural dels
isotops estables més utilitzats en biologia. Com es pot observar, el “C té una

contribuci6 del 1.11% al total de C i el "°N representa un 0.36% del total de N.

Taula 1.2: Abundancia natural dels isotops
estables més utilitzats en biologia

H  0.016%
Be  1.11%
BN 0.36%

"o 0.04% B0  0.20%
BS075%  MS 421%  ¥S  0.02%

La composicio isotopica d’un mostra es calcula com la relacio d’un isotop
respecte a un altre (°C/'*C, "’N/'*N). Donada la diferent proporcié dels diferents
isotops a la natura, la mesura de la composicid isotopica d’una mostra sol ser molt
baixa. Per aix0, els resultats de composicid isotOpica es normalitzen respecte a uns

estandards de referéncia i s’expressen en tant per mil (unitats o).

L’estudi dels isotops estables ha incrementat substancialment des de la década

dels 80. La ra¢ principal ha estat 1’aparicido d’equips d’espectrometria de masses de
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relacid isotopica 1 el desenvolupament de softwares de control 1 d’adquisicio de dades.
Actualment, els espectrometres de masses de relacid isotopica (IRMS, Isotopic Ratio

Mass Spectrometer) permeten mesurar variacions isotopiques molt petites (0.01%).

La diferéncia de massa entre les formes isotopiques d’un element provoquen
diferéncies de comportament durant els processos fisics i les reaccions quimiques. Les
formes isotopiques lleugeres (*C o '*N) formen enllagos més débils i reaccionen més
rapidament que els isotops pesats (°C o °N) (Hoefs, 1980). Les diferencies en I’energia
d’enllac 1 en les constants de reaccid fan que 1’abundancia natural dels isotops estables
varii en funci6 de les especies quimiques (Hoefs, 1980; Farquhar i col., 1989; Hayes,
1993). Aquest canvi en I’abundancia isotopica entre especies quimiques, deguda a
processos fisics o quimics, s’anomena fraccionament isotopic. El fraccionament entre
dues espécies quimiques (A i B), o entre un substrat i un producte, es calcula com la
diferéncia de composicio isotopica: 0A - OB.

Els processos de fraccionament fan que els diferents materials biologics tinguin
una signatura caracteristica. Aixi, per exemple, la via de fotosintesi de les plantes C4 i
CAM provoca un menor fraccionament isotopic que la via de les plantes C3 (O’Leary,
1988). Per aquesta ra6 les plantes C3 estan empobrides en *C (8"°C= -34 %o a -22 %o)
respecte a les C4 i CAM (8"°C= -20 %o a -10 %o). Entre les diferents espécies
quimiques, els lipids estan empobrits en ">C en relacié a altres compostos (DeNiro i
Epstein, 1977) ja que durant la sintesi dels lipids I’enzim piruvat deshidrogenasa oxida
més rapidament un grup carbonil amb '?C que un grup carbonil amb *C (DeNiro i
Epstein, 1977; Hayes, 1993). Durant la desaminacié els grups '*N-amino son eliminats
preferentment i, conseqlientment, el N excretat esta enriquit en "N en relacié a la
proteina de 1’animal (Steel i Daniel, 1978). Els processos de transaminacié també
afavoreixen la mobilitzacié dels grups amino amb '*N (Macko i col., 1986). Per
aquestes raons, els animals d’un nivell trofic superior (carnivors) presenten un nivell de

8'°N superior que els animals d’un nivell trofic més baix (herbivors).

Variacions en I’abundancia natural i el fraccionament dels isotops

estables

L’estudi de I’abundancia natural dels isotops estables ha permeés establir

relacions trofiques entre animals salvatges, reconstruir dietes en paleontologia (revisat
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per Gannes 1 col., 1998), mesurar el flux d’energia 1 nutrients en ecosistemes (Peterson 1
Fry, 1987; Rundel 1 col., 1989), i s’estan constituint com una eina cada vegada més
poderosa pels estudis mediambientals (Lajtha i Michener, 1994; Marino i i McElroy,
1991). Ara bé, per poder fer inferéncies a partir dels resultats obtinguts amb isotops
estables cal tenir presents les segiients consideracions. En primer lloc, 1’abundancia
natural del °C i del >N d’un animal esta fortament influida per la composicié isotopica
de la seva dieta (DeNiro i Epstein, 1978, 1981). En el cas del °N, les proteines d’un
consumidor estan enriquides en N (3%o a 5%o) respecte a les proteines de la seva dieta.
Aquesta diferéncia €s causada pel fraccionament durant els processos de desaminacio 1
la transaminaci6 (DeNiro i Epstein, 1981; Ambrose i DeNiro, 1986). En els cas de *C
la situacio és més complexa. L’esquelet de carboni dels constituents d’una dieta
(proteina, lipids i carbohidrats) poden ser destinats a diferents components tissulars.
Aquest fenomen s’anomena isotopic routing (Krueger i Sullivan 1984; Schwarcz,
1991). La segona consideraci6 que cal tenir present ¢és que, en diverses especies
d’animals, s’ha vist que la composicié isotopica de carboni i nitrogen varia entre els
diferents teixits. Les variacions de "*C s’han associat al diferent contingut de lipids,
proteines o carbohidrats dels teixits (DeNiro i Epstein, 1978). Les variacions de "N han
estat menys estudiades. Schmidt i col. (2004) han relacionat el contingut de '°N dels
teixits amb la diferent composicido en AAE 1 AANE d’aquests.

Els estudis de composicié isotopica en peixos son molt escassos. En la truita
irisada i en la vieira s’han observat diferéncies en la quantitat de "N i °C entre teixits
que s’han relacionat amb el contingut de lipids (Pinnegar i Polunin, 1999; Lorrain i col.,

2002). Sota el nostre coneixement no hi ha dades de 1’orada.

Des del punt de vista fisiologic, diversos estudis indiquen que 1’abundancia
natural del °N en els teixits i el fraccionament d’aquest isotop entre la dieta i I’animal
varia en funci6 de I’estat nutritiu de [’animal. Corbs americans (Corvus
brachyrhynchos) alimentats amb proteines animals van créixer més rapid i van mostrar
menys fraccionament del N entre la dieta i els teixits que corbs alimentat amb
proteines vegetals (Hobson 1 Clark, 1992). Els autors suggereixen que 1’estres
nutricional provocat per una dieta poc indicada per a aquests animals (dieta vegetal) va
ser la causant del major fraccionament isotopic. L’increment del '°N es va associar a
una major mobilitzacié i redeposicié de les proteines corporals i a un canvi en la

composicid d’AA dels teixits. Posteriorment, amb oques salvatges (Chen rossii), es va

26



Introduccio

comprovar que el dejuni provocava un increment de "°N perd no de *C (Hobson i col.,
1993). Adams i Sterner (2000) van estudiar el fraccionament del °N en Daphnia magna
alimentades amb algues amb diferent relaci6 C:N. Aquests autors han demostrat per
primera vegada que existeix una relaci6 lineal entre el fraccionament isotopic del °N i
la relaci6 C:N de I’aliment. Gaye-Siessegger i col. (2004) van alimentar a tilapies amb
dietes isoenergetiques 1 isolipidiques perd amb diferent percentatge de proteina. El
fraccionament del N i del C era menor en els grups amb major deposicid proteica.
Trueman i col. (2005) han demostrat per primera vegada que el fraccionament del °N
entre la dieta 1 els teixits del salmd esta inversament relacionat amb la taxa de
creixement. Per tant, la mesura del fraccionament isotopic pot ser una eina per estudiar

el balang proteic, pero els estudis son encara escassos.

Marcatge amb isotops estables

Lluny de I’abundancia natural, els isotops estables poden ser administrats
artificialment com a tragadors metabolics. Tot i les diferéncies fisiques i quimiques
existents, diversos estudis en humans (revisat per Koletzko i col., 1998) han demostrat
que els isotops estables son bons tragadors. Aquests, poden ser administrats per via oral
o intravenosa, de forma individual o multiple, en forma de molécula o com a ingredient
sencer marcat uniformement. S’han emprat amb éxit en estudis de metabolisme en
medicina, especialment en pediatria (Koletzko i col., 1998, Parimi i col., 2002) i en
estudis de nutricid en humans - determinacid de les taxes de reciclatge d’aminoacids,
glucosa o acids grassos (Patterson i col., 1997, 2002), mesures d’oxidacio d’aminoacids
(Kriengsinyos, i col., 2002), distribucié de metabolits concrets, determinaci6é de rutes

metaboliques 1 estudis farmacocinetics -.

El N s’ha utilitzat en diversos estudis de metabolisme proteic en peixos. Aixi
s’ha mesurat la sintesi proteica administrant per via oral un 0.5 % i un 1% de "’N en la
truita (Carter 1 col., 1994), la palaia anglesa (Carter 1 col., 1998) i1 la carpa (Meyer-
Burgdorff 1 Rosenow, 1995a), o bé administrant per via venosa una sobrecarrega de
'>N-Fenilalanina en el salmo atlantic (Owen i col., 1999).

El carboni radioactiu (**C) s’ha emprat extensament en estudis de metabolisme.
En canvi, sota el nostre coneixement el C només s’ha utilitzat per estudiar la

biodisponibilitat d’aminoacids de la dieta en larves de peix (Conceigao i col., 2003).
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A diferencia de la radioactivitat que es troba en unes quantitats infimes en la
natura, els isotops estables del N i del C, es troben, de forma natural, en unes quantitats
gens despreciables. Aquestes quantitats, relativament elevades, plantegen la qiiestio de
la dosi necessaria d’isotops per a ésser utilitzats com a tragadors de la proteina de la
dieta, ¢s a dir, la quantitat minima que cal administrar per via oral per marcar tots els

multiples destins de la proteina de la dieta a diferents temps postprandials.
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Objectius

Aquesta tesi s’emmarca en un projecte europeu que t€ 1’objectiu de crear les

condicions per a la millor utilitzaci6é de les fonts de proteina vegetal. En aquesta linia,

els objectius generals d’aquesta tesi son: posar a punt les metodologies necessaries per

fer el seguiment de la proteina de la dieta amb isotops estables i estudiar 1’efecte de la

substitucio de la farina de peix per fonts de proteina vegetal sobre 1’ts de la proteina de

la dieta en la truita irisada (Oncorhynchus mykiss) i I’orada (Sparus aurata).

11.

iii.

1v.

Vi.

Seguint aquests objectius generals, els objectius concrets d’aquesta tesi son:

Establir el protocol experimental i els metodes d’analisi per quantificar la
incorporacié de °C i "N de la proteina de la dieta en els teixits i els seus
components principals (proteina, lipid i glicogen) amb la finalitat d’estudiar 1’us

de la proteina de la dieta.

Determinar si la relacid entre els aminoacids essencials 1 els aminoacids no
essencials de la dieta modifica I’us de la proteina de la dieta en la truita irisada 1

I’orada.

Estudiar I’efecte de la substitucid parcial i total de la farina de peix sobre I’us de

la proteina de la dieta en la truita irisada 1 ’orada.

Posar a punt la técnica per mesurar la incorporacié de °C de la proteina de la
dieta en els aminoacids lliures de plasma i1 muscul blanc per determinar si els
ingredients vegetals provoquen imbalangos d’aminoacids en la truita irisada i

I’orada.

Analitzar la influéncia dels ingredients vegetals sobre 1'us dels hidrats de

carboni en la truita irisada 1 1’orada.

Determinar si la composici6 isotopica natural de carboni i nitrogen de la truita

irisada 1 I’orada esta condicionada per la dieta consumida 1 el teixit.
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Material i Métodes

1. Dissenys experimentals

1.1. BLOC EXPERIMENTAL | — Establiment del protocol experimental.
Efecte de la relaci6 Aminoacids Essencials / Aminoacids No Essencials
de la dieta sobre la capacitat d’utilitzacio de la proteina en la truita irisada

i 'orada

1.1.1. Dietes

Es van formular dues dietes (Taula 2.1) per a truita irisada i orada. Ambdues
dietes de cada espécie eren isoproteiques 1 isoenergetiques. La font proteica estava
constituida per farina de peix (65 — 68%) 1 una barreja d’ingredients vegetals (33 — 35
%): gluten de blat, blat extrusionat, pésol extrusionat i soja. Les dietes es van
suplementar amb aminoacids cristal-lins fins obtenir el perfil d’aminoacids corresponent
a la composici6 muscular de cada espécie (Taula 2.2). Les dietes RT i GSB
s’estableixen com a dietes control amb una relacio6 AAE/AANE de 1.03 per truitai 1.13
per orada. A les dietes RTglu i GSBglu, dietes experimentals, se’ls va addicionar acid
glutamic, disminuint la relaci6 EAA/NEAA a 0.82 per truita i 1.03 per orada. Les quatre
dietes cobrien tots els requeriments nutritius establerts pel National Research Council

(NRC, 1993).

1.1.2. Animals i condicions de cultiu

Truites irisades, de pes inicial 14.1 + 0.04 g, van ser distribuides a ’atzar en 6
tancs experimentals (triplicats de dieta), amb 75 animals per tanc. Els tancs eren de fibra
de vidre, d’1 m® de volum. Els animals es van alimentar durant 12 setmanes (del 26 de
marg¢ al 15 de juny) amb una o altra dieta, administrades manualment dues vegades al
dia fins a sacietat (control visual). En finalitzar el periode de creixement i per realitzar el

protocol experimental, un grup de truites de cada condicid, escollides a I’atzar, van ser
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Taula 2.1: Ingredients i composici0 quimica de les dietes per a truita irisada i
orada formulades amb diferent relaci6 AAE/AANE

Truita irisada Orada

Ingredients (g/kg) RT RTglu GSB GSBglu
Farina de peix (PC 70%) 389.93 316.39 499.98 478.06
CPSP G 0 0 50 0
Gluten de Blat’ 71.39 0 0 0
Blat extrusionat 135.71 71.78 0 56.08
Pésol extrusionat’ 215.09 56.82 199.15 0
Farina de Soja (PC 42%) 25.26 331.25 121.89 300
Oli de peix 101.59 109.48 83.61 94.51
Lligand (alginat de sodi) 10 10 10 10
Barreja mineral® 10 10 10 10
Barreja de vitamines® 10 10 10 10
CaHPO4-2H,0 (18%) 10.89 16.06 0 0
L-His 1.77 1.75 2.04 2.00
L-Lys 6.46 5.94 3.14 4.85
L-Met 0.91 1.99 0.95 1.18
L-Thr 1.53 1.73 0.60 1.54
L-Ile 5.92 4.1 5.57 4.58
L-Val 3.54 2.71 3.07 2.61
L-Glu 0 50 0 24.58
Composicié quimica
Matéria seca (MS, %) 92.2 90.5 92.1 93.7
Proteina (% MS) 45.1 46.3 52.7 53.0
Lipids (% MS) 15.6 16.4 15.7 16.4
Energia bruta (kJ/g DM) 22.4 22.1 22.5 22.5

Aquestes dietes van ser formulades a 1’Institut Nacional de Recerca Agronoma de Franca (INRA, St. Pée
Sur Nivelle). PC: proteina crua. MS: matéria seca. 'Concentrat de proteines de peix solubles (Sopropéche;
Boulogne sur Mer, France). “Amylum, Holanda. *Aquatex, Franga. ** d’acord amb NRC (1993).
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Taula 2.2 Composicio analitica dels aminoacids de les dietes per a truita
irisada i orada formulades amb diferent relacio AAE/AANE

Aminoacid (%MS) RT RTglu GSB GSBglu
ARGININA 2.60 2.58 3.26 3.25
HISTIDINA 1.10 1.12 1.41 1.33
ISOLEUCINA 1.98 1.85 2.60 2.84
LEUCINA 3.05 2.96 3.68 3.85
LISINA 321 3.54 4.05 4.05
METIONINA 1.01 1.02 1.29 1.30
CISTEINA 0.49 0.47 0.49 0.53
FENILALANINA 1.71 1.63 2.04 2.09
TIROSINA 1.32 1.30 1.56 1.57
TREONINA 1.81 1.89 2.16 2.18
TRIPTOFA 0.43 0.53 0.56 0.59
VALINA 2.19 1.97 2.78 2.84
Alanina 2.21 2.18 2.98 2.85
Acid Aspartic 3.40 3.97 4.80 4.84
Acid Glutamic 8.09 13.27 6.87 9.74
Glicina 2.37 2.29 3.10 2.86
Prolina 2.25 1.87 3.00 3.16
Serina 1.89 1.94 2.09 2.12
AAE 20.90 20.86 25.86 26.42
AANE 20.21 25.52 22.86 25.57
AAE/AANE 1.03 0.82 1.13 1.03

Valors proporcionats per 'INRA. Els AAE estan indicats en lletres majtscules i els AANE amb
minuscules. MS: matéria seca.
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transportades a les instal-lacions de 'INRA de St. Pée Sur Nivelle, on van ser
aclimatades durant dues setmanes (fins el 2 de juliol), distribuides en tancs conics de 60
litres. A llarg de tot el periode de creixement la temperatura de 1’aigua es va mantenir

constant a 17 + 1°C 1 la llum va seguir els canvis del fotoperiode natural.

Orades procedents de Tina Menor (Santander) i amb un pes inicial 14.7 + 0.1 g
van ser aclimatades durant vint dies a les instal-lacions de I’Institut d’Aqiiicultura de
Torre la Sal (IATS, Castello). Un cop aclimatades, es van establir 6 grups (triplicats de
dietes) de 90 individus cadascun, en tancs de fibra de vidre de 500 L de capacitat. El
flux d’aigua marina entrant era de 10L /min, 1 el contingut d’oxigen superior al 85% de
saturacio. Les orades es van alimentar durant 12 setmanes (del 27 d’abril al 25 de juliol)
amb la dieta control o amb I’experimental, administrades manualment dues vegades al
dia fins a sacietat (control visual). Al llarg de tot el periode de creixement la llum i la
temperatura van seguir el cicle natural, incrementant la temperatura de 17°C a 25°C. Els

experiments amb orada van ser realitzats a les mateixes instal-lacions de I’IATS.

1.1.3. Protocol experimental

En un estudi previ als estudis presentats en aquesta tesi es va administrar a un
grup de truites i orades unes dietes marcades amb un 1% de "N i un 1% de "*C-proteina
d’Spirulina i es va mostrejar a 11 i 24 hores postingesta. La dosi de >C va resultar
insuficient per marcar el teixit muscular. En canvi, el "N no va presentar aquest
problema ja que superavem en un 3% la seva abundancia natural. Com a conclusio, en
els estudis que es presenten en aquesta tesi, les dietes es van marcar amb un 3% de °C i
un 1% de "N, per tal de mantenir la proporcié que es troba a la natura entre aquests dos

isotops.

Per dur a terme aquest primer bloc experimental es van prendre divuit truites 1
divuit orades de cada dieta que van ser lleugerament anestesiades (2,3-difenoxietanol),
previ dejuni de 24 hores, 1 forcades a ingerir una racio de 1’1% del seu pes corporal de
les corresponents dietes marcades. El marcatge va consistir en addicionar un 3% de "*C-
proteina d’Spirulina i un 1% de "“N-proteina d’Spirulina (Martek Biosciences Corp.,
Columbia, USA) uniformement marcades en tots els atoms (>98% °C i >98% "°N). La
ingesta forcada es va realitzar amb canules gastriques, sota lleugera anestesia.

L’enriquiment de les dietes es mostra a la Taula 2.3.
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Simultaniament, 2 peixos de cada dieta 1 espécie van rebre un 1% de dieta on

s’havia addicionat un 4% d’Spirulina sense marcar (Spirulina delipidada). Aquests

animals constituien el blanc de I’experiment.

Taula 2.3: Percentatge d’atoms en excés (APE) de B¢

i ° N de les dietes experimentals

Dieta APE “C APE N
RT 2.90  0.002 0.96  0.003
RTglu 291 0.002 0.96  0.002
GSB 2.90  0.004 0.84  0.002
GSBglu 273 0.005 0.78  0.004

Els valors corresponen a la mitjana * error estandard de la mitjana de
les dietes marcades (n=4) on s’ha descomptat 1’abundancia natural
d’ambdos isotops (n=4). Les mostres es van analitzar per analisi
elemental — espectrometria de masses de relacid isotopica.

Després de la ingesta (realitzada en un
maxim de 2 minuts per peix) els animals van ser
recuperats rapidament 1 ubicats als tancs

experimentals (Figura 2.1).

Figura 2.1 : Esquema de la distribucio dels tancs per a
realitzar els experiments amb truita irisada. La
distribucié va ser la mateixa per als experiments amb
orada. Els animals que van rebre la dieta marcada amb
BC i ®N es van disposar en els tancs marcats amb *.

11h
n=4

RTglu*
11h

blanc
n=4

11h
n=5

RTglu*
11h

n=4

n=5

RTglu
blanc
n=4

24h
n=4

RTglu*
24h

n=4

24h
n=5

RTglu*
24h

n=5

Passades 11 i1 24 hores de la ingesta, 9 peixos experimentals i 2 blancs de cada

dieta van ser sacrificats seccionant I’espina dorsal, previa extraccidé d’1 ml de sang per

puncid a la vena caudal amb xeringues heparinitzades. Es van prendre mostres de fetge,

muscul blanc, paquet visceral incloent greix perivisceral (PV+G) 1 resta de peix

(anomenada carcassa). Les mostres van ser congelades rapidament en nitrogen liquid i

posteriorment conservades a -80°C fins el moment de I’analisi. Es van determinar els

indexs somatics i es va analitzar el contingut de lipid, proteina i1 glicogen en els teixits 1

la incorporacidé de marcatge a aquests.
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La sang es va centrifugar a 12.000 g i es va separar el plasma, el qual va ser
conservat en neu carbonica durant el transport a les instal-lacions de la facultat.

Posteriorment les mostres es van conservar a —80°C fins al moment de 1’analisi.

1.1.4. Analisi estadistic

Els diferents parametres van ser comparats mitjangant la prova T per a dades
independents (paquet estadistic SPSS 11.0). Els resultants es consideren significatius

quan P<0.05.
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1.2. BLOC EXPERIMENTAL Il - Substitucio de la farina de peix per fonts de

proteina vegetal en la truita irisada. Us de la proteina de la dieta

1.2.1. Dietes

Es van formular quatre dietes (Taula 2.4) que contenien o bé farina de peix com
a unica font proteica (dieta FM) o bé quantitats creixents d’ingredients vegetals (dietes
PP50, PP75 1 PP100), que reemplagaven la proteina animal en un 50%, 75% 1 100%
respectivament. Com a ingredients vegetals es va incloure farina de gluten de blat de
moro, gluten de blat, peésol extrusionat i farina de colza. Donat que la farina de peix
aporta un major contingut de lipids, es va addicionar oli de peix en diferents quantitats
per tal d’obtenir un percentatge similar de lipids en totes les dietes. En quant a la font
d’hidrats de carboni, com les fonts vegetals contenen mido i les animals no, es va afegir
blat extrusionat (60% de midd) en quantitats pertinents per obtenir nivells similars de
mido.

Totes les dietes eren isoenergetiques 1 isoproteiques (Taules 2.5 1 2.6) 1 cobrien

els requeriments nutricionals establerts per truita pel National Research Council (1993).

Les dietes vegetals es van suplementar amb aminoacids essencials cristal-lins per
reflectir la composicié aminoacidica del muscul. En les quatre dietes la relacio

AAE/AANE era propera a 1 (Taula 2.7)

1.2.2. Condicions de cultiu

Aquest estudi es va dur a terme amb truites irisades cultivades a les instal-lacions
experimentals de I’Institut de Recerca Agronoma de Donzaq (INRA, Franca). Els
animals, de pes inicial 19 grams, van ser cultivats des del 21 de marg fins al 17 de juny.
Es van distribuir 75 animals per dieta en 16 tancs de fibra de vidre d’un m’
(quadruplicats de dieta). Les dietes es van distribuir manualment fins a sacietat (control

visual) 2 vegades al dia. La temperatura es va mantenir a 17+1°C 1 el fotoperiode va ser

el corresponent a 1’época de I’any 1 latitud.
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Taula 2.4: Ingredients de les dietes per a truita irisada formulades amb diferent
percentatge de fonts de proteina vegetal

Ingredients (g/kg) M PPS0 PP75 PP100
Farina de peix 637.9 319 159.5 0
Farina de gluten de blat de moro 0 116 177.1 232.4
Gluten de blat 0 100 150 200
Pésol extrusionat' 0 80 120 163.3
Farina de colza’ 0 46.9 75 100
Blat extrusionat 203.4 110.2 42.5 0
Oli de peix 128.6 143.6 151.1 158.7
Lligand (alginat de sodi) 10 10 10 10
Barreja mineral’ 10 10 10 10
Barreja de vitamines® 0 10 10 10
CaHPO4-2H,0 (18%P) 0 16.1 37.8 40
L-Arg 0 6.2 9.5 12.5
L-His 0 1.9 29 3.9
L-Lys 0 13.8 20.8 27.6
DL-Met 0 2.0 3.1 4.1
L-Trp 0 1.3 2.1 2.7
L-Thr 0 4.1 6.2 8.3
L-Tle 0 3.5 53 7.1
L-Val 0 4.7 7.0 9.4

Dietes formulades a 1’Institut de Recerca Agronoma de Franga (INRA). ' Aquatex , Franga. * Primor 00.

** d’acord amb NRC (1993).
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Taula 2.5: Composicio quimica de dietes per a truita irisada formulades amb
diferent percentatge de fonts de proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
Materia seca (MS, %) 94.4 92.2 91.5 91.6
Proteina (% MS) 51.5 50.3 49.1 48.6
Lipids (% MS) 19.7 19.6 19.6 19.2
Mido (%MS) 13.8 11.7 10.2 10.5
Energia bruta (KJ/g MS) 22.7 23.5 23.9 23.6
Fosfor (kJ/g MS) 1.9 1.4 1.6 1.3
Cendres (%MS) 7.7 7.4 6.9 5.9

Aquestes dades corresponen a la composicié quimica analitica realitzada per I’equip de I'INRA. MS:
matéria seca

Taula 2.6: Digestibilitat de la materia seca, dels nutrients i ’energia de dietes per a
truita irisada formulades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
Matéria seca 83.4 79.2 76.8 72.0
Proteina 93.4 93.7 93.9 93.6
Lipids 95.6 92.8 91.6 90.3
Mido 99.2 80.7 75.5 56.2
Energia 92.0 87.7 86.4 82.7

Valors analitics proporcionats per I’INRA. La digestibilitat es va analitzar segons Kim i Kaushik (1992).
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Taula 2.7: Composicio analitica dels aminoacids de dietes per a truita irisada

formulades amb diferent percentatge de proteina vegetal

Aminoacids (%MS) FM PP50 PP75 PP100
ARGININA 3.5 2.6 2.4 3.3
HISTIDINA 0.9 1.0 1.0 12
ISOLEUCINA 1.8 1.7 1.9 2.2
LEUCINA 3.3 4.5 4.0 4.2
LISINA 4.0 3.6 3.6 3.5
METIONINA 1.2 12 0.9 0.9
FENILALANINA 1.6 1.9 2.0 2.0
TIROSINA 1.4 1.8 1.5 1.5
TREONINA 2.4 2.4 2.4 23
VALINA 2.1 2.2 2.4 2.8
Alanina 2.9 2.5 2.2 2.0
Acid aspartic 4.2 3.6 2.6 2.1
Acid glutamic 7.4 9.9 11.1 12.8
Glicina 3.1 2.2 1.7 1.4
Prolina 2.1 2.8 2.5 33
Serina 2.1 2.3 2.0 2.1
AA Totals 44.7 46.7 45.0 48.1
AAE 22.6 23.2 22.6 24.2
AANE 22.0 23.5 22.3 23.8
AAE/AANE 1.0 0.9 1.0 1.0

Valors proporcionats per 'INRA. Els AAE estan indicats en lletres majuscules i els AANE amb

minuascules. MS: matéria seca.
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En finalitzar el periode de creixement les truites es van transportar a les
instal-lacions de St. Pée sur Nivelle per realitzar el protocol experimental. Els animals
van ser distribuits en tancs conics de 60 litres, van ser adaptats a les mateixes
condicions de cultiu que a Donzaq 1 es van alimentar amb les mateixes dietes fins el dia

del mostreig.

1.2.3. Protocol experimental

De la mateixa manera que en el bloc experimental I, el dia de I’experiment les
truites van ser alimentades amb les corresponents dietes marcades amb isotops estables.
La via d’administracié de la dieta, les dosis de marcatge i els temps de mostreig van ser
els mateixos que els descrits al punt 1.1.3: administraci6 oral (1% del pes corporal) de la
corresponent dieta marcada amb un 3% de "“C-proteina d’Spirulina i 1% de "“N-
proteina d’Spirulina, ambdoés marcadors d’una puresa del 98% (Martek Biosciences

Corp.).

Dotze animals de cada condicid experimental van rebre la dieta marcada i dos

animals van rebre una dieta amb un 4% de Spirulina sense marcar.

El marcatge dels pinsos va ser analitzat

per analisi elemental - espectrometria de f~ f— A" Af—
FM PP50 PP75 PP100

masses de relaci6 isotopica. L’enriquiment en | blanc blanc blanc blanc
n=2 n=2 n=2 n=2

BC i °N es mostra a la Taula 2.8. Cal esmentar

Is Fw || Fesor || Fere || pPioo |

que el marcatge de °N de la dieta PP50 va ser 11h 11h 11h 11h

n=6 n=6 n=6 n=6

més elevat del que s’havia calculat

teoricament. Després de la ingesta forcada els = | TPesor || TPe7s || PRioor |

' ' o 24h 24h 24h 24h
animals es van recuperar i es van distribuir n=6 n=6 n=6 n=6

com es mostra en la Figura 2.2.

Figura 2.2: Esquema de la distribuci6 dels tancs.
De cada tanc de peixos blancs es va prendre un
animal per a cada temps de mostreig. Els animals
que van rebre la dieta marcada amb °C i "N es
van disposar en els tancs marcats amb *.

Onze 1 vint-i-quatre hores després de la ingesta es van mostrejar 6 truites de cada
condicio. Es van prendre mostres de sang per puncio a la vena caudal amb xeringues

heparinitzades. La sang es va centrifugar, una part de la fraccio plasmatica (400 ul) es
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va desproteinitzar per obtenir els aminoacids lliures (protocol descrit al punt 2.4.1.) i
una aliquota de 50 pl es va separar per valorar la proteina plasmatica i la glucosa (punts
2.2.1. 1 2.2.2. respectivament). La resta del plasma es va guardar en un altre tub
eppendorf. Els plasmes es van congelar amb neu carbonica i posteriorment es van

conservar a -80°C.

Posteriorment els animals es van sacrificar seccionant 1’espina dorsal 1 es van
prendre mostres de fetge, muscul blanc, paquet visceral incloent greix perivisceral
(PV+Q) 1 resta de peix (anomenada carcassa). Les mostres de teixit es van congelar
immediatament en nitrogen liquid i posteriorment es van conservar a —80°C. Es van
determinar els indexs somatics 1 es va analitzar el contingut de lipid, proteina 1 glicogen

en els teixits i la incorporaci6 de marcatge a aquests.

Taula 2.8: Percentatge d’atoms en excés (APE) de
BC i ' N de les dietes experimentals

Dieta APE “C APE N

FM 2.66 0.03 0.87 0.02
PP50 236 003 1.48 0.6
PP75 2,62 0.04 1.18 0.2
PP100 238  0.02 0.88  0.01

Els valors corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana
de les dietes marcades (n=4) on s’ha descomptat 1’abundancia
natural d’ambdods isotops (n=4). Les analisis han estat realitzades
per la técnica d’analisi elemental — espectrometria de masses de
relacid isotdpica

1.2.4. Analisi estadistic

L’efecte de la font proteica sobre els diferents parametres analitzats es va testar
per analisi de la varianca (ANOVA) d’una via. Les diferéncies entre grups van ser
determinades per les proves de comparacio multiple de Tukey, quan s’assumia
homogeneitat de variances, o de T3 Dunet, quan no s’assumia homogeneitat de
variances. Per una mateixa dieta, els resultats de 11 1 24 hores postingesta van ser
contrastats per la prova T per a dades independents. Si no s’especifica el contrari els
resultats es consideren significatius quan P<0.05. Totes les analisis van ser realitzades

amb el programa SPSS 11.0.
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1.3. BLOC EXPERIMENTAL Ill — Substitucié de la farina de peix per fonts

de proteina vegetal en 'orada. Us de la proteina de la dieta

1.3.1. Dietes

Es van formular quatre dietes per orada (Taula 2.8) amb diferent percentatge de
farina de peix i fonts vegetals. La dieta FM tenia farina de peix com a unica font
proteica. Les dietes PP50, PP75 i PP100 estaven elaborades amb percentatges creixents
de fonts vegetals (50%, 75% 1 100% respectivament): farina de gluten de blat de moro,
gluten de blat, pésols extrusionats, farina de colza i tramuas dol¢. Tanmateix, donat que
la farina de peix aporta un major contingut de lipids, es va addicionar oli de peix en
diferents quantitats per tal d’obtenir un percentatge similar de lipids en totes elles. En
quant a la font d’hidrats de carboni, es van incorporar quantitats pertinents de blat
extrusionat, que conté¢ un 60% de midd, per tal d’obtenir dietes amb un contingut

similar de mido.

Totes les dietes eren isoenergétiques i isoproteiques (Taula 2.9) i cobrien els

requeriments nutricionals establerts per I’orada pel National Research Council ( 1993).

Les dietes vegetals es van suplementar amb aminoacids essencials cristal-lins per
reflectir la composicié aminoacidica del muscul (Taula 2.10). En les quatre dietes la

relacio EAA/NEAA era properaa 1.1.

1.3.2. Condicions de cultiu

Aquest estudi es va dur a terme amb orades cultivades a les instal-lacions
experimentals de I’Institut d’Aqiiicultura de Torre de la Sal (CSIC, Castello). Els
animals, de pes inicial 16-17 grams, van ser cultivats des del 29 d’abril fins al 29 de
juliol. Els animals estaven distribuits a radé de 90 animals per tanc, en 12 tancs de fibra

de vidre de 500 litres de capacitat (triplicats de dieta).
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Taula 2.8: Ingredients de les dietes per a orada formulades amb diferent

percentatge de fonts de proteina vegetal

Ingredients (g/kg) FM PP50 PP75 PP100
Farina de peix 703.7 352.0 176.0 0
fna;iga de gluten de blat de 0 120.0 180.0 250.0
Gluten de blat 0 120.0 180.0 250.0
Pésols extrusionats' 0 60.0 90.0 120.0
Farina de colza® 0 30.9 67.2 27.3
Tramus dolg 0 0 0 6.9
Blat extrusionat 142.0 94.9 30.6 15.5
Oli de peix 124.3 141.3 149.8 158.0
Lligand (Alginat de sodi) 10.0 10.0 10.0 10.0
Barreja mineral’® 10.0 10.0 10.0 10.0
Barreja de vitamines® 10.0 10.0 10.0 10.0
CaHPO42H,0 (18%P) 0 6.5 30.7 51.1
L-Arg 0 7.6 11.3 15.9
L-His 0 23 3.4 4.8
L-Lys 0 15.9 23.6 325
DL-Met 0 2.5 3.6 5.4
L-Trp 0 1.4 2.2 2.9
L-Thr 0 5.0 7.4 10.4
L-Ile 0 4.2 6.2 8.4
L-Val 0 5.4 8.0 11.1

Dietes formulades a 1’Institut de Recerca Agronoma de Franga (INRA). ' Aquatex , Franga. * Primor 00.

** d’acord amb NRC (1993)

Taula 2.9: Composiciéo quimica de les dietes orada a formulades amb diferent

percentatge de fonts de proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
Materia seca (MS, %) 93.7 94.3 91.1 90.1
Proteina (% MS) 46.1 47.5 44.8 42.8
Lipid (% MS) 16.5 16.6 17.2 16.8
Energia bruta (KJ/g MS) 20.4 21.3 21.4 21.7

Aquestes dades corresponen a la composicié quimica analitica realitzada per ’equip de I'INRA. MS:

matéria seca
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Figura 2.10: Composicio analitica dels aminoacids de les dietes per a orada
formulades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal

Aminoacid (%MS) FM PP50 PP75 PP100
ARGININA 6.5 6.5 5.5 5.5
HISTIDINA 2.2 2.5 2.7 2.9
ISOLEUCINA 4.8 4.8 5.0 5.5
LEUCINA 8.2 8.3 8.7 9.5
LISINA 8.6 9.5 10.3 7.0
METIONINA 2.7 2.7 2.5 2.7
FENILALANINA 4.2 4.4 4.6 5.0
TREONINA 4.2 4.2 4.4 4.8
TIROSINA 35 3.3 3.5 3.7
VALINA 5.5 5.7 6.1 6.5
TRIPTOFA 1.2 1.2 1.2 1.2
Alanina 6.8 5.4 4.9 4.4
Acid Aspartic 10.3 6.9 5.7 4.5
Acid Glutamic 15.5 18.5 22.2 25.8
Glicina 6.8 4.6 3.9 2.9
Prolina 4.0 5.1 6.0 7.6
Serina 4.2 4.0 4.4 4.5
AAE (%) 50.3 51.9 53.4 53.1
AANE (%) 47.6 44.6 47.0 49.6
AAE/AANE 1.06 1.16 1.14 1.07

Valors proporcionats per I’INRA. Els AAE estan indicats amb lletres majuscules i els AANE amb
minuscules. MS: mateéria seca.
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Les dietes es van distribuir manualment fins a sacietat (control visual) 2 vegades
al dia. Durant tot el periode de creixement el fotoperiode i la temperatura van seguir els
canvis estacionals naturals, incrementant la temperatura des de 17°C a [D’inici de
I’experiment fins a 25°C en finalitzar. El flux d’aigua era de 20 L/min 1 la concentracio

d’oxigen sempre superior al 85% de saturacio.

1.3.3. Protocol experimental

El protocol experimental realitzat va ser exactament el mateix que el descrit en
els experiments anteriors: en finalitzar el periode de creixement els animals van ser
alimentats amb les corresponents dietes marcades amb isotops estables i mostrejats a 11
1 24 hores postingesta. La via d’administracio de la dieta i les dosis de marcatge van ser
els mateixos que els descrits anteriorment: administracid oral (1% del pes corporal) de
la corresponent dieta marcada amb un 3% de “C-proteina d’Spirulina i 1% de "“N-
proteina d’Spirulina, ambdos marcadors d’una puresa del 98% (Martek, Biosciences
Corp.). Dotze animals de cada dieta van rebre la dieta marcada i dos animals van rebre

una dieta amb un 4% de Spirulina sense marcar.

El marcatge dels pinsos va ser analitzat per analisi elemental - espectrometria de

masses de relaci6 isotopica. L’enriquiment en °C i '°N es mostra a la Taula 2.11.

Taula 2.11: Percentatge d’atoms en excés (APE) de
BC i N de les dietes experimentals

Dieta APE BC APE N

FM 2.66  0.006 1.14  0.003
PP50 2.69 0.003 1.15 0.005
PP75 2.61 0.008 0.92 0.003
PP100 2.71 0.016 0.81 0.005

Els valors corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de
les dietes marcades (n=4) on s’ha descomptat I’abundancia natural
d’ambdos isotops (n=4). Les analisis es van realitzar per la técnica
d’analisi elemental — espectrometria de masses de relaci6 isotopica
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Després de la ingesta forgada els £ 3 3L L )
FM PP50 PP75 PP100

animals es van recuperar i es van distribuir b'Cl;C bIOVZIC blagc b'Cl;C
n= n= n= n=

com es mostra a la Figura 2.3.

N AP A AP M
Fm* PP50* PP75* PP100*
Figura 2.3: Esquema de la distribucié dels 11h 11h 11h 11h
tancs. De cada tanc de peixos blancs es va n=6 n=6 n=6 n=6

prendre un animal per a cada temps de
mostreig. Els animals que van rebre les dietes

* * * *
marcades amb C i "N es van disposar en els ;Th P;ia PZﬁ PPZIEP?
tancs marcats amb *. n=6 n=6 n=6 n=6

Es van mostrejar 6 animals de cada dieta 11 hores després de la ingesta 1 6 més a
24 hores. Es van prendre mostres de sang per puncio a la vena caudal amb xeringues
heparinitzades. La sang es va centrifugar, una part de la fraccio plasmatica (400 ul) es
va desproteinitzar per obtenir els aminoacids lliures (protocol descrit al punt 2.4.1.) i
una aliquota de 50 pl es va separar per valorar la proteina plasmatica i la glucosa (punts
2.2.1. 1 2.2.2. respectivament). La resta del plasma es va guardar en un altre tub
eppendorf. Totes les mostres van ser congelades amb neu carbonica i posteriorment es

van conservar a -80°C.

Posteriorment els animals es van sacrificar seccionant I’espina dorsal i1 es
prendre mostres de fetge, muscul blanc, paquet visceral incloent greix perivisceral
(PV+G) i resta de peix, anomenada carcassa. Les mostres de teixit es van congelar

immediatament en nitrogen liquid 1 posteriorment es van conservar a —80°C.

1.3.4. Analisi estadistic

L’efecte de la dieta sobre els diferents parametres analitzats va ser testat per
analisi de la varianca (ANOVA) d’una via. Les diferéncies entre grups van ser
determinades per proves de comparacié multiple (Tukey, quan existia homogeneitat de
variances, 1 T3 Dunet, quan no existia homogeneitat de variances). Per una mateixa
dieta, els resultats a 11 1 24 hores postingesta van ser contrastats per la prova T per a
dades independents. Els resultats es consideren significatius quan P<0.05. Les proves

estadistiques es van realitzar amb el programa SPSS 11.0.
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1.4. BLOC EXPERIMENTAL IV - Influéncia dels ingredients vegetals en

I’Gs dels hidrats de carboni en la truita irisada i ’orada

Aquest estudi es va dur a terme amb les truites 1 les orades adaptades a les dietes

FM i PP100. Les dietes per cada espécie, els periodes de creixement i les condicions de

cultiu es troben descrites en els blocs experimentals II (1.2) 1 III (1.3).

En finalitzar els periodes de creixement, quatre truites de cada dieta i cinc orades

van ser lleugerament anestesiades (2,3-difenoxietanol) i van rebre una raci6 de 1’1%

dels seu pes corporal de dietes préviament marcades amb un 3% de mido-"C (*C-midé

d’alga, Martek Biosciences Corp.). Un animal de cada especie i grup va rebre la

mateixa racio de dieta sense marcar. El marcatge dels pinsos va ser analitzat per analisi

. e o 13
elemental - espectrometria de masses de relacid isotopica. L’enriquiment de °C,

expressat com a percentatge d’atoms en excés, era 2.68 per la dieta FM de truita i 2.65

per la PP100. L enriquiment de les dietes per orada era 2.66 per FM i 2.84 per PP100.

Després de la ingesta els animals van
ser recuperats 1 distribuits en tancs
experimentals, tal com mostra la Figura 2.4.
Els animals van ser sacrificats a les onze
hores de la ingesta. Es van prendre mostres
de sang, fetge, muscul blanc, paquet visceral
+ greix perivisceral (PV+G) 1 la resta del
peix (anomenada carcassa). Les mostres de
teixit es van congelar immediatament en
nitrogen liquid 1 posteriorment es van

conservar a -80°C.
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Figura 2.4: Esquema de la distribuci6 dels
tancs experimentals. Els animals que van
rebre la dieta marcada amb "°C es van

disposar en els tancs marcats amb *.
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Per testar 1’efecte de la dieta sobre la capacitat d’us i transformacio6 dels hidrats
de carboni, els diferents parametres analitzats es van comparar per la prova T per a
dades independents (paquet estadistic SPSS 12.0). Els resultats es consideren

significatius quan P<0.05.

1.5. BLOC EXPERIMENTAL V - Isotops estables (*°N i '*C) en Ia truita

irisada i ’orada: variacions de I’abundancia natural

Aquest estudi es va realitzar amb les truites i les orades adaptades a les diferents
dietes experimentals presentades en els blocs I (1.1), IT (1.2) 1 IIT (1.3). Els resultats que
es presenten en aquest bloc estan expressats en unitats o (%o de 1’isOtop pesant respecte
al lleuger). Els valors de 6 de I’organisme sencer son una estima dels valors reals, ja que

es van calcular a partir dels valors obtinguts en els diferents teixits.

L’analisi estadistic es va realitzar amb el programa SPSS 12.0. L’analisi es va
fer de forma independent per a cada espécie. L’efecte de la dieta consumida i/o del tipus
de teixit sobre 1’abundancia natural de "N i '*C en tot I’animal, en cadascun dels teixits
i en els components principals (proteina, glicogen i lipid) es va testar mitjancant el test
ANOVA de dues vies. En tots els casos quan es trobaven diferéncies significatives es
realitzaven els tests de comparacié multiple de Tukey o T3-Dunnet. Les relacions
lineals es van testar per regressio simple. Els resultat es consideren significatius quan

P<0.05.
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2. Métodes d’Analisi

2.1. Components principals de teixit

Consideracions:

Les mostres de teixits (fetge, miscul blanc 1 paquet visceral + greix perivisceral)
es van homogenar amb un morter amb N, liquid. La fraccio corresponent a la resta del
peix (carcassa) es va homogenar emprant una trituradora (Pacojet PJI, Pacojet AG,

Suissa) que permetia processar la mostra entre -18 °C 1 -23 °C.

2.1.1. Determinacio dels indexs somatics

Index hepatosomatic (IHS) = g fetge - 100 g pes corporal (pes fresc)
ndex masculosomatic (IMS) = g muscul - 100 g pes corporal (pes fresc)

Index viscerosomatic (IVS)= g visceres - 100 g pes corporal (pes fresc)

2.1.2. Contingut d’aigua

El contingut d’aigua es va determinar per gravimetria. Es van pesar mostres de
teixit (200 — 250 mg) en safates d’alumini dessecades i préviament tarades. Després de
24 hores a 105°C el contingut d’aigua es va determinar per diferéncia de pes. El
contingut d’aigua no es presenta com a resultat en si, pero va servir per realitzar calculs

posteriors.

2.1.3. Extraccio i quantificacio de lipids

L’extraccié de lipids es va fer d’acord amb el metode de Folch 1 col. (1957).

L’extracte lipidic es va quantificar per gravimetria.

Reactius: - Cloroformo:metanol (2:1) (C:M) (Panreac)

- Clorur magnesic 0.017% (Panreac)
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Procediment:

Es van pesar 300 mg de mostres homogenies de fetge, carcassa o paquet visceral
+ greix perivisceral (PV+G) i 700 mg de muscul. Els lipids es van extreure amb
cloroformo:metanol 2:1 (4 ml), homogenitzant amb un politrdé (Polytron PT 3000,
Kinematica AG, Suissa), en el cas del fetge, o agitant durant 5 hores, en el cas dels altres
teixits. La separacio dels lipids (fraccio de cloroform) de les molécules hidrosolubles
(fracci6 de metanol) es va fer addicionant clorur magnesic 0.017% (2 ml) i centrifugant
a 2000 rpm (Sorvall TC6), durant 15 minuts a temperatura ambient. El procés
d’extraccio es va repetir tantes vegades com fos necessari fins a aconseguir 1’extraccid

complerta.

L’extracte lipidic es va filtrar amb un embut de vidre i1 paper de filtre Whatman
n°l (Whatman International Ltd., UK). El filtrat es va recollir en vials préviament tarats
1 tractats amb cloroform per tal de minimitzar la preseéncia de greix. El cloroform es va
evaporar sota campana i es van pesar els vials amb el lipid cru. El contingut lipidic es va
determinar per diferéncia de pes. Els resultats s’expressen com a g lipid - 100 g'1 de
teixit fresc (% en pes fresc). Els lipids es van conservar en un dessecador per tal de

prendre mostres per a 1’analisi isotopic.

2.1.4. Extraccio i quantificacio de proteines

A partir de les mostres anteriorment delipidades, es va procedir a la precipitacid

de la proteina mitjangant acid trifluoroacetic.

Reactius:

- Acid trifluoroacétic (TFA) 10% (Sigma Aldrich)

Procediment:

Les mostres de teixit delipidat es van centrifugar (2000 rpm, 10 minuts,
temperatura ambient, Sorvall TC6) eliminant-se el sobrenedant format per la fase de
metanol, aigua 1 molécules hidrosolubles. El pelet es va homogenar amb el prolitr6 amb
1 ml de TFA al 10% 1 es van fer dos rentats del brag¢ del politrd, cadascun amb 0.75 ml

de TFA 10%. L’homogenat final estava en un volum de 2.5 ml. La proteina lligada es
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va separar dels aminoacids lliures per centrifugacié a 6000 g, 30 minuts a 4°C. La
proteina es va assecar mitjancant un sistema de buit (Speed Vac Plus AR, Savant Speed
Vac Systems, USA). El contingut de nitrogen dels teixits es va determinar per analisi
elemental (Elemental Analyser Flash 1112, ThermoFinnigan, Alemaya), a la Unitat de
Cromatografia de Gasos - Espectrometria de Masses Aplicada dels Serveis Cientifico-
técnics de la Universitat de Barcelona. El percentatge de proteina es va calcular
assumint que el contingut de nitrogen és d’1 g per cada 6.25 g de proteina. Els resultats

es presenten com a g proteina - 100 g™ de teixit fresc (% en pes fresc).

2.1.5. Extraccio i quantificacio de glicogen

L’extracci6 1 purificacio del glicogen es va realitzar per hidrolisi alcalina amb
KOH 30% en calor i posterior precipitacio amb dues parts iguals d’etanol absolut (Good
1 col., 1933). La determinacio de la concentracid de glicogen es va fer per colorimetria
segons metode de I’antrona descrit per Fraga i col. (1956) i modificat per Alemany

(1973).
Reactius:
- KOH 30% (Panreac)
- Etanol Absolut (Panreac)
- Reactiu d’antrona (Panreac):
antrona (1 g/L) en H,SO4 84%

- Glicogen de Mytilus edulis (Sigma-Aldrich)

Soluci6 patré:

La solucio patr6 es va preparar amb glicogen a concentracions de 6.25, 12.5, 25,

50, 100, 200 mg/L en aigua destil-lada (A.D).

Procediment:

Mostres de 200 mg de fetge o 500 mg de muscul blanc van ser digerides amb 1
ml de KOH 30% a 90°C fins a la completa dissoluci6 del teixit (aproximadament 20
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minuts). Posteriorment es van afegir 2 ml d’etanol absolut i les mostres es van deixar
reposar un minim de 24 hores en fred, aconseguint aixi la floculaci6 del glicogen. Les
mostres es van centrifugar a 3000 rpm (Jouan CR 4 11), durant 15 minuts a 10°C. El
pelet (glicogen) es va redissoldre amb 1 ml d’A.D. Aquest procés de purificacio es va

repetir una segona vegada.

Per fer la valoracio del contingut de glicogen les mostres es van diluir tal com
indica la Taula 2.12, degut a la diferent quantitat de glicogen dels teixit i en funci6 de

I’especie.

Taula 2.12: Dilucio de les mostres de glicogen depenent del teixit i de ’espécie

dilucio 1 dilucio 2 dilucio 3

Purificat dissolt 100 pl dil.1 + 80 ul dil.2 +
Fetge truita
en 1 ml AD 700 pl AD 920 ul AD

Purificat dissolt 100 pl dil.1 + 20 pl dil.2 +
Fetge orada
en I ml AD 700 pul AD 980 ul AD

Muscul truita/ Purificat dissolt 100 pl dil.1 + 400 ul dil.2 +
orada en 1 ml AD 700 pl AD 600 ul AD

Es van incubar aliquotes de 400 pl de la dilucié 3 i de la solucid patré amb 2 ml
de reactiu d’antrona a 90°C durant 20 minuts. Després de la incubacid, les mostres es
van refredar en gel i es van atemperar abans de la lectura de les absorvancies
(Spectronic Genesis 2, Milton Roy) a 625 nm. La concentraci6é de glicogen a les mostres
es va calcular a partir de la recta patrd descrita anteriorment. Els resultats es presenten

com a g de glicogen - 100 g de teixit fresc (% en pes fresc).

Val a dir que el banc de dilucions de les mostres es va realitzar segons la Taula
2.12 perque calia conservar part de la mostra de glicogen per a I’analisi isotopic. Aixi, la
mostra restant de la dilucio 1 (900 pl) es tornava a precipitar amb etanol, es
centrifugava, el pelet es liofilitzava (Liofilitzador Cryodos, Telstar, Espanya) i

finalment el glicogen purificat es conservava en un dessecador fins a I’analisi isotopic.
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2.2. Parametres plasmatics

2.2.1. Valoracio de proteines plasmatiques

La concentracié de proteines plasmatiques es va determinar colorimétricament
pel metode de Lowry 1 col. (1951). Aquest metode es fonamenta en la reaccio dels
peptids o les proteines amb sulfat de coure 1 un alcali formant-se un compost porpra. El
Cu”" quela els enllagos peptidics reduint-se a Cu”. En afegir-se el reactiu de Folin, els
ions Cu’ redueixen lentament 1’acid fosfomolibdic-fosfotiingstic a blau

d’heteropolimolibde, que és detectable en el rang de longitud d’ona de 500 a 750 nm.

Reactius:

- Reactiu A: Solucié de Cu*":
CuSOq4 30 mmol/L
Na,EDTA 28 mmol/L
NaOH 20 mmol/L
Soluci¢ alcalina:
Na,COs 190 mmol/L
NaOH 100 mmol/L

La barreja de les dues solucions del reactiu A es va preparar el mateix dia de
la valoracid, a rad de 2.5 ml de la solucié de Cu*" per cada 100 ml de solucid

alcalina.

- Reactiu B: Reactiu de Folin-Cicolteau (Panreac):

Sodi tungstat 2-hidrat 10g

58



Material i Métodes

Sodi molibdat 2-hidrat 25¢g

Acid orto-fosforic 85% 5ml

HCI135% 10 ml
Liti-sulfat-1-hidrat 15¢g
Aigua s.c.p. 100 ml

Aquest reactiu es va preparar en el moment en que el necessitavem, diluint el
reactiu comercial en aigua bidestil-lada (V/V), mantenir-lo en tot moment

protegit de la llum.

- AlbUmina serica bovina (Fraccid V) (Sigma Aldrich)

Solucié patré:

La solucio patr6 es va preparar amb albumina sérica bovina a concentracions de

0, 20, 30, 40, 50 60, 70, 80, 100, 150 1 200 mg/L en aigua bidestil-lada.

Procediment:

Les mostres es van diluir en proporcid 1:100 en aigua bidestil-lada. Es van
incubar aliquotes de 100 pl de mostra i de patré durant 20 minuts amb 4 ml de reactiu
A. Seguidament es van afegir 200 pl del reactiu B, i es van incubar durant 15 minuts. El
color desenvolupat es llegia amb ’espectrometre (Spectronic Genesis 2, Milton Roy) a
500 nm. Els resultats s’expressen en g de proteina plasmatica -100 ml”' plasma,

calculats a partir dels valors de la recta patro.

2.2.2. Valoracio de Glucosa

La glucosa plasmatica es va valorar pel métode enzimatic de la glucosa-oxidasa
descrit per Werner 1 col. (1970). La glucosa-oxidasa transforma la glucosa en acid
gluconic. Aquesta reaccid implica I’alliberament de peroxid d’hidrogen que, en
preséncia de peroxidasa, reacciona amb el fenol i la 4-aminofenazona, originant un

compost que té la maxima absorvancia a 505 nm.
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Reactius:
- Reactiu Glucofix (Menarini):
Fenol 5.3 mmol/L

Tampo fosfats (pH=7.5) 150 mmol/L

4-aminofenazona 0.4 mmol/L
Glucosa oxidasa 16000 UI/L
Peroxidasa 1000 UI/L

- D(+)-Glucosa anhidre (Panreac).

Soluci6 patré:

La solucid patré es va preparar amb glucosa a concentracions de 35, 70, 140,

280, 420 1 550 uM amb aigua bidestil-lada.

Procediment:

Les mostres es van diluir 1:20 en aigua bidestil-lada. Aliquotes de 200 pl de
mostres 1 estandards es van incubar amb 2 ml de reactiu glucofix al 50% durant 15
minuts a 37°C (bany humit amb agitacio). La lectura de les absorbancies es va fer amb
un espectofotometre (Spectronic Genesis 2, Milton Roy) a 505 nm. Els resultats

-1
s’expressen en mmols glucosa - L™ plasma.
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2.3. Relaci6 isotopica *C/'?C i >N/'*N de proteina, lipid i glicogen

tissulars, proteines plasmatiques i pinsos

La determinaciod de les relacions isotopiques en components principals (proteina,
lipid 1 glicogen) de teixits (fetge, muscul, carcassa 1 paquet visceral + greix
perivisceral), de proteines plasmatiques i dels pinsos experimentals es van dur a terme

per analisi elemental — espectrometria de masses de relacio isotopica.

2.3.1. Analisi elemental — espectrometria de masses de relacio isotopica

Fonament técnic:

1. Analitzador elemental (Figura 2.5): la primera part de I’analisi consisteix en
una combustid total de la mostra en preséncia d’oxigen (reactor de combusti6 a 900°C).
Els productes resultants (CO,, N,, NOx, SO,,H,0 ...), portats per heli, passen a través
d’un reactor de reduccio (Cu®™ a 640°C) on els oxids de nitrogen son reduits a N».
Després de la reduccid, els productes passen per una trampa d’aigua (Mg(ClO4),) 1 a
continuacio entren en la columna cromatografica (columna empaquetada de tamis

molecular 1.5 m x 4’”) on el N, 1 el CO; se separen.

Figura 2.5: Esquema de

I’analitzador elemental.

Flash
combustion

N Water
Ti
\ _Elemental i
Copper Anhydrone
3 or Mg(ClO.);
Oxidation §

catalyst

N \-.._.___/ GC column
L 1

OXIDATION REDUCTION
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2. Interfase (Figura 2.6): El N, i el CO; entren a la interfase (40°C) on

conflueixen amb CO; i N purs de referéncia.

Sample section Reference section

Dilution =- : —__«He

Girdia s rooni; o]

-
_o Reference

EA = i 1] [l o capillaries §

v v Figura 2.6:

Esquema de la

interfase

3. Espectrometre de masses de relacio isotopica: els gasos problema 1 els de
referéncia entren a I’espectrometre de masses de relacio isotopica (IRMS) on els feixos
ionics son separats en funcié de m/z i mesurats en col-lectors de copa de Faraday. Pel
N, es mesuren les masses 28, 29 1 30 i pel CO; les masses 44, 45 1 46. La composicid
isotopica de la mostra es calcula per comparacié amb els gasos de referéncia, els quals,
al seu torn, estan calibrats en relacid a uns estandards internacionals, que son: VPDB
(Viena Pee Dee Belemnite) pel °C i N, atmosféric pel "°N. EI VPDB és un mineral amb
una composicié isotopica similar al bicarbonat dissolt a 1’ocea, i considerat enriquit
respecte als compostos organics. El N, atmosferic és considerat molt homogeni arreu

del moén.

Patrons:

Per calibrar I’equip es disposava d’uns patrons d’analisi isotopica i d’analisi
elemental certificats (Taules 2.13, 2.14, 2.15). Aquests patrons es passaven al principi
de I’analisi 1 s’intercalaven cada 12 mostres, corregint aixi les possibles desviacions de

I’instrumental.
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Taula 2.13: Patrons i pes (ng) adients per a analisi de °N

Patro Composicio %N S5°N mg
TAEA N1 sulfat d’amoni 21 04 0.15-0.25
Composicié | \pANO3  nitrat potassic 14 47  032-038
natural
TAEA N2 sulfat d’amoni 21 20.3 0.15-0.25
IAEA 305 A sulfat d’amoni 21 39.8  0.15-0.25
enriquits IAEA 310 B urea 46 2446 0.08-0.12

IAEA 305 B sulfat d’amoni 21 3753 0.15-0.25

IAEA: International Atomic Energy Agency, Viena, Austria.

Taula 2.14 : Patrons i pes (mg) adients per a ’analisi de *C

Patro Composicio %C s°c mg
Composicié IAEA CH7 polietilé 87 318 03-04
natural USGS 24 grafit 100 -16.0 0.2-0.3
IAEA CH6 sacarosa 42 -104 0.6-0.8
bicarbonat
Patrons IAEA 309 A sodic 14 939 09-1.1
enriquits IAEA 309 B bicarbonat 14 466  09-1.1
sodic

TIAEA :International Atomic Energy Agency, Viena, Austria. USGS: US Geological Survey.

Taula2.15: Patrons i pes (mg) adients per a ’analisi elemental

Patro %C %N mg
CICLOHEXANONA 51.79 20.14 0.2
ATROPINA 70.56 4.84 0.8
ACETANILIDA 71.09 10.36 0.4
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Procediment:

Les analisis es van realitzar amb un analitzador elemental -Elemental Analyser
Flash 1112- acoblat a un espectrometre de masses de relacio isotopica -Finnigan MAT
Delta C- mitjancant una interfase -Conflo III - (ThermoFinigan, Alemaya), a la Unitat
de Cromatografia de Gasos - Espectrometria de Masses Aplicada dels Serveis

Cientifico-técnics de la Universitat de Barcelona.

Per a la determinacidé de la relacid isotopica de les proteines, els lipids i el
glicogen era necessari l’extraccid i purificacid prévia d’aquests compostos. Els
procediments d’extraccio, purificacio 1 assecat per a cada teixit es troben detallats als
punts anteriors (2.1.3., 2.1.4., 2.1.5.). Per assecar teixits sencers 1 pinso es va utilitzar un
liofilitzador (Liofilitzador Cryodos, Telstar, Espanya). Les mostres seques es van

homogeneitzar en un petit morter.

La quantitat necessaria de mostra per a I’analisi depenia de la concentracio de
carboni 1 nitrogen de les mostres, 1 calia garantir que com a minim hi haguessin 20ug de
I’element minoritari. En el nostre cas es van pesar entre 0.3 i 0.6 mg de mostra. Les
mostres es van pesar amb una microbalanga (Mettler-Toledo MX-S) 1 es van encapsular

en capsules d’estany (3.3 x 5 mm, Cromlab)

2.3.2. Expressio dels resultats d’enriquiment

Delta (3): parts per mil de 1’isotop estable en la mostra (sa) respecte als estandards

internacionals (st: VPDB, N, atmosfgric).

5= [(RS%St)—quoo

R= 13C/12C ISN/14N
Rst (VPDB) = 0.01237; Rst (N air) =0.003676.

Atom %: valor absolut d’atoms de I’isdtop pesant per cada 100 atoms totals

d’element.

64



Material i Métodes

En els estudis on s’administraven isotops estables com a tragadors,

C. 1 1 . . . .
I’enriquiment de "°C o "N es va calcular seguint I’exemple que es descriu a continuacio.

Exemple per a °C (igualment valid per a °N):

1. APE (atom percentage excess:): diferencia entre 1’atom % experimental i I’atom %

del corresponent blanc.

2. A partir de ’APE (4) es van calcular els g"’C per 100 grams de C total presents a

cada mostra (calcul 2).

3. Calcul de:

la dosi de marcador ingerit (calcul 3.1)

la quantitat de marcador en un teixit (calcul 3.2)

1

la quantitat de marcador en components principals (cp) de teixit (cpteixit)

(caleul 3.3)

la quantitat de marcador en la fraccié soluble (calcul 3.4).

4. Finalment els resultats d’enriquiment en teixit i/o component principal, obtinguts a
les 11 o 24 hores després de la ingesta, es van referir a la dosi de marcador ingerida.
Aixi els resultats s’expressen com a percentatge de marcatge trobat en cada fraccid als

diferents temps postprandials:
- marcatge total d’un teixit ( expressio 4.1)

- marcatge en un component principal d’un teixit (expressio 4.2)
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2.4. Determinacio de la concentraci6 i la relacié isotopica (*C/'?C)

d’aminoacids lliures de plasma i muscul blanc

Els aminoacids lliures de plasma i muscul blanc de truita i orada es van separar 1
. oy . \ . 1 12 .
quantificar per cromatografia de gasos. La relacié isotopica C/*C es va obtenir per

espectrometria de masses de relacid isotopica.

2.4.1. Extraccio dels aminoacids lliures

Reactius:
- acid trifluoroacetic (TFA) 10% (Sigma Aldrich)

- NorLeucina (NLeu) 1000 uM (Sigma Aldrich)

Procediment:

En el moment del mostreig es van prendre mostres de sang de la vena caudal
amb xeringues heparinitzades. La sang es va centrifugar (13000g, 5 minuts) i es va
recollir la fraccio plasmatica. Una aliquota de 400 pul de plasma es va barrejar amb 200
pl de NLeu 1000 uM (patrd intern) i amb 200 pul de TFA al 10%. Les mostres,
reposades 24 hores en fred, es van centrifugar a 13000 rpm (Mikro 200, Hettich) durant
15 minuts a 4°C. El sobrenedant, fraccié on es trobaven els aminoacids lliures, es va

recollir 1 es va conservar a —80° C.

En el cas del muscul blanc, es van prendre les mostres conservades des del
moment del mostreig a -80°C 1 es van pulveritzar amb nitrogen liquid. Es van pesar 200
mg 1 es van hidrolitzar homogenitzant amb el politrdé (Polytron PT 3000, Kinematica
AG, Suissa) amb 1 ml de TFA al 10%. Es van fer dos rentats del bra¢ del politro,
cadascun de 750ul de TFA 10%, obtenint finalment un homogenat de muscul en 2.5 ml
de TFA10%. L’homogenat es va centrifugar a 6000 g durant 30 minuts a 4°C. El

sobrenedant, aminoacids lliures, es va recollir i es va conservar a 4°C.
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2.4.2. Purificacio dels aminoacids lliures
Reactius:
- NLeu 1000 uM
- Patré AA-S-18 (Sigma Aldrich)
- Dowex 50 W X8 H+ fortament acida (200 — 400 mesh) (Sigma Aldrich)
- HCI Suprapur (Sigma Aldrich)

- NH4OH 2M (Merck)

Procediment:

Els extractes d’AA es van purificar centrifugant (13000 g durant 45 minuts a
4°C) amb filtres de cel-lulosa regenerada Ultrafree-MC 1000 NMWL (Millipore, EUA).
En el cas de les mostres de muscul blanc es va prendre 1 ml de filtrat i es van afegir 250
pl de NLeu 1000 uM. La resta de la mostra es va congelar a —80°C. El filtrat es va

assecar sota buit (Speed Vac).

Les mostres seques es van ressuspendre amb 1ml de HCI 0,1M i es van eluir a
través d’una resina de bescanvi cationic (Dowex 50 W X8 H+ ), amb grups sulfonics
carregats negativament. La constitucié de la resina i el gradient de solvents es va
realitzar adaptant el protocol descrit per Owen 1 col. (1999). A continuacid es descriu

I’esmentat protocol.

% Constitucio de la resina:

El primer pas per constituir la resina va consistir en un prerrentat d’una part de
resina amb dues parts de solucid de prerrentat (g/ml) durant tota la nit (O/N) a
temperatura ambient. La solucio de prerrentat estava formada per una barreja de
HC1 1M / Metanol (V/V). Després del prerrentat O/N, la resina es va rentar

seguint els segiients passos:

- Esva eliminar la soluci6 de prerrentat amb I’ajuda d’un Kitasato.
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- Esvarecuperar la resina i es va rentar durant 30 minuts amb HCI 1M,

a rao de 2 parts de HCI per una de resina (ml/g).

- L’HCI es va eliminar i la resina es va rentar dues vegades amb aigua

bidestil-lada (ABD), a ra6 de 2 parts d’ABD per una de resina.

- Es va tornar a recuperar la resina i es va rentar durant 30 minuts amb

ABD (2 parts per una de resina).
- Esvaeliminar ’ABD i es va rentar amb 1 litre ABD.

- Es va recuperar la resina i es va rentar durant 30 minuts amb NH,OH

2M (2 parts per una de resina).

- Finalment es va eliminar ’'NH4OH 2M 1 es va rentar amb 1 litre
d’ABD. El rentat finalitzava quan el pH de la resina es trobava en el

rang de 5-6.

- La resina es conservava amb ABD (2 parts per una de resina) a la

nevera, maxim 1 setmana.

% Muntatge de les columnes:

Les columnes es van muntar en puntes de pipeta de 1 - 5 ml, a les que
préviament s’havia posat llana de vidre a la punta perque la resina quedés
retinguda. La llana de vidre no havia d’estar molt compacte ja que s’havia de

permetre la sortida dels eluents. Es van carregar 3 ml de resina en cada punta.

U Cromatografia de bescanvi cationic:
- Les columnes es van activar per addicio de 6 ml de HCl 1M.

- Les mostres i els patrons (ressuspesos en 1 ml de HCI 0.1M), van ser

eluits en la columna activada.
- A continuacid, seguint aquest ordre, es van eluir:
-2 ml de HCI 1M,
-2X 1mld’ABD,

-3ml ABD
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- 2 ml de NH4OH 2M.
Fins aquest punt es descartaven tots els residus.

- Els aminoacids, retinguts fins aquest moment a la columna, eren

eluits mitjangant 4 ml de NH4,OH 2M.

L’NH4OH es va evaporar sota nitrogen, obtenint els aminoacids cristal-lins. La
completa eliminacié de I’'NH4OH era fonamental i critica per a la correcta derivatitzacio
de les mostres. En cas que quedés humitat, la molécula derivatitzant s’uniria a I’aigua i

no als aminoacids.

2.4.3. Derivatitzacio

Fonament técnic:

Per separar aminoacids per cromatografia de gasos cal derivatitzar-los, per
disminuir la seva polaritat. El reactiu escollit per la derivatitzacio va ser la N-metil-N-
tert-butildimetilsilil-trifluoroacetamida (coneguda com MTBSTFA o MBDSTFA).
L’eleccié d’aquest reactiu es va fer a partir d’informacié bibliografica (Early 1 col.,
1987; Woo 1 Chang, 1993; Woo 1 Lee, 1995; Owen 1 col., 1999;Witmann i col., 2002)
El MTBSTFA té un pes molecular de 241,3 g/mol i una punt d’ebullicié de 168 -170°C.

O HiC CHy
F%\N,SI CH-

F H é HsC CH; | Figura 2.7: Molecula de N-metil-N-tert-butildimetilsilil-trifluoroacetamida
3

El MTBSTFA s’uneix als grups carboxil, hidroxil, tiol i amines primaries 1
secundaries (Figura 2.8). La derivatitzacié mitjangant MTBSTFA impedeix determinar
la cisteina i la cistina de forma acurada perque durant el procés de derivatitzacié hi ha
una conversio parcial de cisteina en cistina; per altra banda, I’arginina tampoc es

derivatitza completament (Woo 1 Lee, 1995).
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0 CH, 0 cHy
1 .
HG—C—le I-NH3 Mﬂ- (CH3pC— ?5—U—C—£'|H—NH“—’|S1—C{CI I3k
R CH; R CH;

Figura 2.8: Reacci6 d’uni6 dels aminoacids amb la N-methyl-N-z-
butyldimethylsilyl-trifluoroacetamide (MBDSTFA) formant el corresponent ¢-
butyldimethylsilyl (TBDMS) derivat. Imatge de Witman i col. (2002)

Reactius:

- N-metil-N-tert-butildimetilsilil-trifluoroacetamida (MTBSTFA o MBDSTFA)
(Sigma Aldrich)

- N- Dimetilformamida (DMF) (Merck)

- Sulfat sodic (NaySQO4) (Merck)

Establiment de les condicions de derivatitzacid:

A la Taula 2.16 es referencien alguns protocols que van servir com a base per
determinar les millors condicions de derivatitzaci6. Es va considerar que la barreja de
MTBSTFA + DMF (V/V) era la més adient per derivatitzar els aminoacids. Es van
assajar les condicions de temps i temperatura proposades per Woo i Chang (1993) 1 per
Owen 1 col. (1999) 1 es va comparar el factor de resposta (FR) dels aminoacids
derivatitzats respecte a la NLeu (Taula 2.17), aixi com la correlacié entre diferents
concentracions de patr6 i 1’area sota la corba (Taula 2.18). Per realitzar aquesta prova es
van prendre 500, 1000 i1 2000 pumols dels AA del patré AA4-S-18 i es va afegir 250 pmols
de NLeu. La derivatitzacio es va dur a terme amb 50 pl MTBSTFA + 50 ul DMF +
microespatula de sulfat sodic (Na,SOy). El sulfat sodic és emprat amb la finalitat de
capturar possibles restes d’aigua. Després de la derivatitzacié es va afegir 200 ul de

DMF per diluir les mostres.

Per la major part dels AA el FR era més proper a 1 quan es seguia el protocol
d’Owen i col. (1999). Tanmateix les millors correlacions es van obtenir amb el metode
d’Owen i col. (1999), i per tant, aquest va ser finalment el metode que es va seguir per

derivatitzar les mostres.
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Taula 2.16: Principals dades dels articles consultats per establir les condicions de
derivatitzacio.

Early i col., 1987 Sang 30 “;%f%iﬂjA " 50°C 60 min

Woo i Chang,1993 Patro AA 15 il . Xiglifnlzri-k 2 75°C 30 min

Woo i Lee, 1995 Farina de soja 30 “;%Ff%ﬁEA " 75°C 30 min

Owen i col., 1999 Muscul ble}nc‘de salm6é 50 ul MTBSTFA + 70°C 60 min

atlantic 50 ul piridina
) ) S. cerevisiae, 8 ul MTBSTFA + )
Wittmann 1 col., 2002 80°C 60 min
Patro AA 8 ul DMF
Taula 2.17: Factor de resposta dels AA respecte a la Nleu
Woo i Chang, 1993 Owen i col., 1999
FR FR FR FR FR FR
Aminoacid 500 uM 1000 pM 2000 uM 500 uM 1000 uM 2000 uM

Alanina 0.82 0.94 1.24 0.78 0.93 1.08
Glicina 0.86 1.06 1.47 0.78 0.96 1.19
Valina 0.87 1.05 1.37 0.91 1.03 1.30
Leucina 0.94 1.11 1.47 0.94 1.09 1.37
Isoleucina 0.94 1.10 1.41 0.94 1.07 1.34
Prolina 1.03 1.24 1.74 0.96 1.18 1.47
Metionina 1.38 1.45 1.88 1.29 1.45 1.76
Serina 0.84 0.93 1.24 0.83 0.90 1.12
Treonina 0.92 0.96 1.31 0.91 0.97 1.18
Fenilalanina 1.10 1.27 1.83 1.06 1.27 1.69
Acid Aspartic 0.94 1.07 1.42 0.90 1.05 1.33
Acid Glutamic 1.13 1.31 1.78 1.10 1.28 1.62
Lisina 1.61 1.81 2.97 1.42 1.70 2.29
Histidina 1.80 1.97 291 1.67 1.89 2.34
Tirosina 1.04 1.25 1.67 1.06 1.21 1.56
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NI
Calcul de factor de resposta:  |FR = pmols AA(pe) x area Nleu( pe)

area AA (pe) x umols Nleu (pe)

essent “pe” el patr6 AA-S-18 (patrd extern).

Taula 2.18 : Coeficients de correlacio entre la concentracio
d’aminoacids 500, 1000 i 2000 pM i I’area sota la corba

Woo i Chang, 1993 Owen et al., 1999

Aminoacid r r

Alanina 0.9755 0.9998
Glicina 0.9684 0.9995
Valina 0.9809 0.9983
Leucina 0.9753 0.9986
Isoleucina 0.9840 0.9985
Prolina 0.9621 0.9999
Metionina 0.9701 0.9992
Serina 0.9689 0.9975
Treonina 0.9578 0.9981
Fenilalanina 0.9474 0.9976
Aspartat 0.9735 0.9986
Acid Glutamic 0.9680 0.9987
Lisina 0.8569 0.9964
Arginina 0.1191 0.2576
Histidina 0.9259 0.9989
Tirosina 0.9694 0.9950

Correlacid significativa si r>0.95

Procediment:

Per les mostres d’AA lliures de muscul blanc i plasma es va establir finalment el

segiient protocol de derivatitzacio:
1. +50ul MTBSTFA + 50 ul DMF + microespatula de Na;SO4
2. 60 minuts a 70°C en placa calefactora
3. +200 ul DMF en les mostres de muscul blanc

+ 100 pul DMF en les mostres de plasma.
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2.4.4. Cromatografia de gasos - espectrometria de masses (GC-MS)

Els TBDMS-derivats (o AA derivatitzats) es van analitzar amb un cromatograf
de gasos GC 8000 Top acoblat a un espectrometre de masses MDS800 (ThermoFinigan,

Alemaya). Les condicions cromatografiques es detallen a la Taula 2.19.

Taula 2.19: Condicions cromatografiques

Columna DB-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pum) (Agilent)
T* injector 250°C

Rampa temperatures

Temps (min) Temperatura (°C) Rampa (°C/min)

1.00 150 3.00
0.00 170 25.00
10.00 275

Font d’ionitzaci6  impacte electronic
Detector (MD 800)

Rang escanejat 50-550 amu
T* font 200°C
T* interfase 260°C

La identificaci6 dels AA de les mostres es va fer per comparacié del temps de
retencié amb el patr6 AA-S-18, que préviament s havia caracteritzat per espectrometria

de masses (Figura 2.9).

Els, umols de cada AA a la mostra es van calcular en relacié al patr6 intern

(NLeu) 1 al patr6 extern (AA-S-18 + NLeu), tal com es descriu a continuacio:

FR x area AAmostra x pmols Nleu mostra( pi)

umols AAmostra =

area Nleu mostra( pi)

on, “pi” és el patro intern, €s a dir la NLeu:
0.25 pmols NLeu en les mostres de muscul blanc
0.20 pmols NLeu en les mostres de plasma

1 “FR” ¢és el factor de resposta de cada AA.
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La concentracio d’AA s’expressa finalment en pmols/L plasma 1 en pmols/g muscul.
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Figura 2.9: Cromatograma del patré AA-S-18 a 750uM (NLeu 250 uM) obtingut per GC-MS.
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Figura 2.10: Cromatograma de 1’Spirulina (+NLeu 250) obtingut per GC-MS.
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2.4.5. Cromatografia de gasos — espectrometria de masses de relacio isotopica (GC-

C-IRMS)

Fonament técnic:

Els aminoacids separats per cromatografia de gasos entren en un tub de
combustid on es forma CO, i N,. En cas que es vulgui analitzar N, la mostra entra en
un reactor de reduccio i en una trampa de N liquid per capturar el CO,. Els feixos i0nics
son separats en funci6 de m/z i mesurats en col-lectors de copa de Faraday. Pel N, es
mesuren les masses 28,29 1 30 i pel CO; les masses 44,45 1 46 (Figura 2.11). L’IRMS
calcula I’abundancia isotopica relativa del producte en relacié a un gas de referencia.

Els resultats s’obtenen en unitats delta (8).1 en atoms %.

Isalnpe ratio
mass speciromier

Hebum Garbon mode
T *""'"‘;

Nilrogen mods

Figura 2.11 : Esquema d’un cromatograf de gasos acoblat a un espectrometre de masses de relacid

isotopica.
Procediment:

La determinacid de les relacions isotopiques es va fer amb un cromatograf de
gasos Agilent 6890 acoblat a un espectrometre de masses de relaci6 isotopica Delta Plus
(ThermoFinigan, Alemanya) mitjangant una interfase = GCCombustion 11
(ThermoFinigan, Alemanya) a la Unitat de Cromatografia de Gasos - Espectrometria de
Masses Aplicada dels Serveis Cientifico-técnics de la Universitat de Barcelona. La
columna del GC era la mateixa columna emprada per GC-MS (DB-5MS 30m x 0.25
mm x 0.25 pum, Agilent). Les condicions cromatografiques eren les mateixes a les

emprades en el GC-MS (Taula 2.19).
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La identificacio6 dels AA es va fer per comparacié dels temps de retencié amb els

patrons préviament caracteritzats per MS (Figura 2.9).
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Figura 2.12 : Cromatograma del patré6 AA-S-18 750 uM (250 uM Nleu) obtingut per GC-C-IRMS.

2.4.6. Calcul de ’enriquiment dels aminoacids

& A partir de ’atom % es va calcular I’APE de cada AA. L’APE ens informa de

I’impacte dels AA procedents d’una sola ingesta sobre la fraccié d’AA lliures.

U A partir de I’atom % i de la concentracio de ’aminoacid es va calcular el
marcatge total en ’AA respecte a la quantitat de °C ingerit (ng °C en 'AA/ g C

ingerit). Aquest calcul permet corregir les diferencies de concentracido d’AA entre grups.

Els resultats que es mostraran en aquesta tesi corresponen a l’analisi d’AA
marcats amb “C. Tanmateix, es va realitzar un bloc d’analitiques per determinar
I’enriquiment del "N. Els resultats obtinguts no van ser optims donada la menor
quantitat de N present en els AA en comparaci6 amb el C. A partir d’aquesta
experiéncia, es va determinar que la quantitat de mostra necessaria per analitzar el °N

havia de ser d’'un minim de 4 umols de cada aminoacid.
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BLOC EXPERIMENTAL |

Establiment del protocol experimental.
Efecte de la relacio Aminoacids Essencials | Aminoacids No
Essencials de la dieta sobre la capacitat d’utilitzacio

de la proteina en la truita irisada i I'orada

El primer objectiu d’aquest capitol era comparar el marcatge de "N de la
proteina tissular amb el de "°C en truites irisades i orades que havien estat alimentades
amb dietes (RT i GSB) amb un 1% de "*N-proteina i amb un 3% de "*C-proteina, aixi

com validar la mesura d’incorporaci6 de *C proteic a lipids i glicogen.

El segon objectiu era determinar si 1’Gs de la proteina de la dieta variava en
funcio de la relaci6 AAE/AANE de la dieta. Cobrint els requeriments d’AAE,
s’incrementava el contingut d’AANE, per addici6é d’acid glutamic (Taula 2.1), amb la
hipotesi que un increment d’AANE preservaria als AAE per creixement. Amb aquest
objectiu es va determinar el contingut de °C i "N en els components principals
(proteina, lipid i glicogen) dels teixits i en les proteines plasmatiques i la composicid

corporal dels animals.

81



Us de la proteina de dietes de substituci6 en la truita irisada i 1’orada. Estudi amb isotops estables

Resultats

1. Comparacié del marcatge amb *C i '°N

Les quantitats de °C i "N afegides a les dietes van permetre superar ampliament
I’abundancia natural dels dos isotops, permetent aixi mesurar el desti de la proteina de
la dieta independentment de la quantitat natural d’isotops presents en els teixits (Figures
3.1 1 3.2). L nic cas en que I’enriquiment no incrementava de forma significativa era

en el glicogen hepatic 1 muscular de truita.

L’enriquiment (Ad) de les proteines hepatiques de truita i orada (Figura 3.1 A) va
ser el mateix mesurat amb "N que amb Bc (truita: Ag.11n 8N =61, 8°C =65, N.S;
Agaan 8N =60, §°C =62,N.S.; orada: Ag11n 8°N =142, §°C=163,N.S; A4
8'°N = 128, 8"C = 125, N.S.). En el cas de les proteines musculars (Figura 3.1 B),
I’enriquiment no va diferir entre marcadors per la truita (Ao-11 1 SN = 5.4, s = 7.8,
N.S.; Agasn 8°N =112, 8"C = 11.7, N.S.) pero si per I'orada quan es calculava
I’enriquiment entre 0 i 24 hores (Ag.;1 5 8N =10.3, 8°C = 14, P=0.1 Aoy, 8°N =
12.8, 8"C = 18, P<0.05). Com es pot observar amb aquests increments relatius i amb

les grafiques, I’enriquiment en orada era sempre major que en truita.

A

Fetge B Mdscul
200 30
b oradq
150 L 20 [ b truita
10 [ a
100 1
L b J
o - 0 b oradq
50 a -10 ¢+ b b truita]
0 a -20+ @ —o— 15N
—a— 13C
-50 T T " -30 . : .
BK (0) 11 24 BK (0) 11 24
temps(h) temps (h)

Figura 3.1: 8"C i 8"°N en proteines hepatiques (A) i musculars (B) en truites i orades adaptades a
les dietes RT i GSB respectivament, 11 i 24 hores després d’una ingesta amb dieta marcada amb un
3% de “C i un 1% de “N. Els valors BK(0) corresponen als peixos blancs (n=2). Els valors
experimentals corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n= 6. Lletres diferents indiquen
diferéncies significatives entre hores (P<0.05) per un mateix isotop i una mateixa espeécie.
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A la Figura 3.2 es mostra la transferéncia de carboni proteic a lipids i glicogen
de fetge i muscul. La incorporacié de °C a glicogen hepatic en I’orada era 227 unitats
delta major en la truita a 11 hores postingesta i 35 unitats delta major a 24 hores,
indicant diferéncies especifiques entre especies en la capacitat de sintetitzar glucosa 1
posteriorment glicogen, a partir de proteina. En les dues espécies, 24 hores després de la

ingesta, un 21 — 24 % del 13C es trobava en la fraccio lipidica en el fetge.
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Figura 3.2: 8"C en lipid i glicogen hepatic (A) i muscular (B) en truites i orades adaptades a les
dietes RT i GSB respectivament, 11 i 24 hores després de la ingesta amb dieta marcada amb un 3%
de “C. Els valors BK(0) corresponen als peixos blancs (n=2). Els valors experimentals corresponen a la
mitjana + error estandard de la mitjana de n= 6. Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre
hores (P<0.05) per un sol compartiment i espécie.

Tant en proteina com en lipid 1 glicogen, la incorporacié dels marcadors en el
fetge incrementava rapidament entre les 0 i les 11 hores, arribant a un plat6 o fins i tot
disminuint a 24 hores. En canvi, el marcatge en el miscul incrementava lentament i de

forma lineal amb el temps.
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2. Efecte de la relacié6 AAE/AANE de la dieta sobre la capacitat d’utilitzacid

de la proteina en la truita irisada i I’orada

2.1.  Creixement i composicio corporal

El pes final de les truites i orades alimentades amb les dietes experimentals
(Taula 3.1) no va diferir significativament dels animals control, tot i que el pes final
tendia a disminuir en els animals experimentals. Al llarg del periode de creixement les

truites alimentades amb la dieta experimental van mostrar hiperfagia.

Taula 3.1: Taxes de creixement i ingesta de truites irisades i orades alimentades
amb dietes amb diferent relacio AAE/AANE

RT RTglu GSB GSBglu
Pes inicial (g) 14.1 + 0.04 14.1 £ 0.03 147 £ 0.16 147 = 0.02
Pes final (g) 90.6 £ 50 835+ 45 749+ 0.7 709 £ 14
Taxa de creixement especific (%) 2.22 + 0.06 2.12 + 0.07 1.98 + 0.003 1.91 + 0.002
Ingesta (g MS/kg PCP/dia) 186 £ 0.8a 203 + 0.5b 17.8 £ 0.2 185 £ 1.0

Els valors de truita van se proporcionats per I'INRA i els d’orada per ’'IATS. Els valors corresponen a la
mitjana i error estandard de la mitjana. Lletres diferents indiques diferéncies significatives entre dietes
(prova Student Newman-Keuls; P<0.05). Taxa de creixement especific = [100*[Ln(pes corporal final)-
Ln(pes corporal inicial)]/dies. MS: matéria seca. PCP: pes corporal promig

La composici0 tissular de les truites 1 les orades va variar en funci6 de la dieta
rebuda (Taules 3.2 1 3.3). En el fetge, el contingut de glicogen de les truites RTglu era la
meitat (P<0.05) del present en el grup control. En les orades alimentades amb GSBglu
el contingut de glicogen hepatic també era inferior en relaci6 amb el grup control,
encara que no significativament. Vint-i-quatre hores després de la ingesta, 1’index
hepatosomatic (IHS) de les orades GSBglu era menor que el dels animals control degut

a la reduccio del contingut de glicogen i a una lleugera reduccid del contingut de lipids.

En la truita es va observar un marcat ritme diari de la reserva de glicogen
hepatic, independent de la dieta rebuda. Els valors de glicogen hepatic 11 hores després
de la ingesta eren el doble que a 24 hores. Comparant les dues especies,
independentment de la dieta, els nivells de glicogen hepatic de 1’orada van ser quatre
vegades superiors als de truita. En la truita, el contingut en lipids en muscul, paquet
visceral 1 carcassa era menor en els peixos alimentats amb les dietes experimentals. En

orada, es va trobar una menor quantitat de lipids (P<0.05) en el paquet visceral.
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Taula 3.2: Composicié corporal de truites irisades adaptades a dietes amb diferent
relacio AAE/AANE

RT RTglu RT RTglu
11 h 24 h

Fetge
Hs'! 1.3 £ 0.08 1.2 £ 0.07 1.2 £ 0.05 1.1 £ 0.05
Lipid 3.6 £ 0.13 3.5 £ 0.07 37 £ 0.14 39 £ 0.10
Proteina 148 £+ 0.84 16.5 + 0.56 16.1 £+ 0.46 18.1 £+ 0.25*
Glicogen 64 =+ 0.87 33+ 043* 38 £ 0.62 1.9 £ 044 *
Miuscul
Lipid 32 £ 037 2.7 £ 0.29 42 + 0.37 3.0 £ 041 %
Proteina 17.5 £ 0.70 18.6 + 0.61 19.7 £ 0.35 20.8 + 0.17 *
Glicogen 04 £ 0.08 0.3 £ 0.06 0.4 £ 0.08 0.2 £ 0.02
PV+G
vs? 9.4 + 0.28 9.6 + 0.37
Lipid 45.0 £ 2.95 384 + 2.39
Proteina 3.5+ 040 44 + 0.80
Carcassa
Lipid 8.0 £ 0.30 69 £ 023*
Proteina 17.8 £ 0.27 17.7 £ 0.20

Resultats dels animals mostrejats a 11 i 24 hores. Els valors s’expressen en percentatge de materia fresca i
corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana, d’11 individus (9 experimentals i 2 controls).
'HSI = mg fetge-100 mg™' pes corporal, *VSI= mg visceres-100 mg™' pes corporal. (*) indica diferéncies
significatives (P<0.05) entre els dos grups en un mateix temps de mostreig.

Taula 3.3 : Composicié corporal de les orades adaptades a dietes amb diferent
relaci6 AAE/AANE

GSB GSBglu GSB GSBglu
11h 24 h

Fetge
s’ 1.5 + 0.06 14 + 0.05 14 + 0.09 1.2 + 0.07*
Lipid 74 + 0.61 8.0 £ 0.68 9.0 + 0.88 8.0 £ 0.63
Proteina 11.2 £ 029 113 £ 0.56 123 £ 052 149 + 0.68*
Glicogen 119 £ 043 9.4 + 0.46 139 £ 080 11.7 + 0.98
Miuscul
Lipid 29 + 0.20 20 £ 0.11% 22+ 0.14 2.0 £ 0.12
Proteina 193 £ 030 19.7 £ 0.21 19.8 £ 040 20.1 £ 0.25
Glicogen 0.4 + 0.02 04 + 0.03 04 + 0.06 0.3 + 0.04
PV+G
vs? 49 + 021 47 + 0.17
Lipid 386 £ 1.81 30.0 + 1.97*
Proteina 59 + 0.50 8.9 £ 090 *
Carcassa
Lipid 100 £ 037 103 £ 0.28
Proteina 170 £ 022 172 £ 0.18

Es presenten els resultats dels animals mostrejats a 11 i 24 hores. Els valors s’expressen en percentatge de
matéria fresca i corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana, d’11 individus (9 experimentals i
2 controls). 'HSI = mg fetge-100 mg™ pes corporal, *VSI= mg visceres:100 mg™ pes corporal. (*) indica
diferéncies significatives (P< 0.05) entre els dos grup en un mateix temps de mostreig.
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2.2.  Desti de la proteina de la dieta en teixits i components principals

2.2.1. Fetge

Del total de ">C proteic administrat es va recuperar entre un 1.5% i un 1.8% en el
fetge de truita (Figura 3.3 A). D’aquest, un 38-45% es va trobar formant part de
proteines, entre un 3.2% 1 un 14.7% formant part de glicogen i d’un 13% a un 25%
formant part de lipids. Comparativament, la incorporacié de carboni proteic procedent
de dieta va ser superior en el fetge de I’orada (2.5-4%) (Figura 3.3 B) que en el de truita.
Per fraccions, la incorporaci6 a glicogen en I’orada (18-41%) va ser superior que en la
truita. La quantitat de marcatge en lipids en I’orada era entre un 11.9% 1 un 24.2 % del
total del marcatge en fetge, mentre que en proteina es va trobar entre un 19.4% i un

26.4% del marcatge.

Per efecte de la dieta, la transferéncia de '*C-proteic a glucosa, gluconeogénesi, i
posterior sintesi de glicogen hepatic, gliconeogenesi, va ser major (P<0.05) en les truites
1 les orades alimentades amb les dietes experimentals. L’increment de la sintesi de
glicogen es va manifestar 11 hores després de la ingesta en la truita (3.2% en els
animals control respecte a 14.7% en els experimentals) 1 24 hores després de la ingesta
en 1’orada (18.1% en els control 1 29.3% en els experimentals). En I’orada, el marcatge
del glicogen va disminuir d’11 a 24 hores, des d’un 41% del total del marcatge del fetge
fins a un 18% (P<0.05), indicant la major capacitat de mobilitzacidé d’aquesta reserva

per ’orada en comparaci6 amb la truita.

La distribucié de °N en proteina i fraccio soluble en fetge en la truita i 1’orada
(Figura 3.4) va ser similar entre grups. Comparant les dues especies, la recuperacié de
>N en fetge va ser superior en 1’orada que en la truita, tal i com també s’observava pel

13C.

2.2.2. Muscul blanc

La captaci6 total de °C i "’N en muscul no va diferir en funci6 de la dieta per
cap de les espécies (Figures 3.5 i 3.6), tot i que el marcatge del "°N en proteina lligada i
fracci6 lliure de les truites alimentades amb la dieta experimental era menor que en les

control (Figura 3.6 A).
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Figura 3.3: Recuperacié de *C en components principals de fetge en truites irisades (A) i orades (B)
adaptades a dietes amb diferent relacio AAE/AANE, a 11 i 24 hores post- ingesta. Els valors
representen la mitjana + error estandard de la mitjana de n=9. Els simbols indiquen diferéncies
significatives (P<0.05) en el marcatge d’aquella fraccio entre el grup control i el grup experimental
mitjangant (*), o entre 11 i 24 hores dins d’un mateix grup mitjancant (+).
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Figura 3.4: Recuperaci6 de "N en proteina i fraccié soluble del fetge en truites irisades (A) i orades
(B) adaptades a dietes amb diferent relaci6 AAE/AANE, a 11 i 24 hores post- ingesta. Els valors
representen la mitjana + error estandard de la mitjana de n=9. Els simbols (+) indiquen diferéncies
significatives (P<0.05) en el marcatge d’aquella fraccid entre 11 i 24 hores dins d’un mateix grup.

A 24 hores postingesta, en comparacié amb 11 hores, es va trobar un increment
significatiu del marcador en la fraccio lipidica en truita, tant en els animals control com

en els experimentals (Figura 3.5 A).
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Novament, tal i com ja s’observava en fetge, el marcatge en I’orada va ser major

que en la truita.
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Figura 3.5: Recuperaci6é de °C en components principals de muscul en truites irisades (A) i orades
adaptades (B) a dietes amb diferent relaci6 AAE/AANE a 11 i 24 hores post-ingesta. Els valors
representen la mitjana + error estandard de la mitjana de n=9. (+) indica diferéncies significatives
(P<0.05) en el marcatge d’aquella fraccid entre 11 i 24 hores dins d’un mateix grup.
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Figura 3.6: Recuperacié de "N en proteina i fraccié soluble de miscul en truites irisades (A) i
orades (B) adaptades a dietes amb diferent relacio AAE/AANE, a 11 i 24 hores post-ingesta. Els
valors representen la mitjana =+ error estandard de la mitjana de n=9. (+) indica diferéncies significatives
(P<0.05) en el marcatge d’aquella fraccio entre 11 i 24 hores dins d’un mateix grup.
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2.2.3. Paquet visceral + greix perivisceral

Els animals alimentats amb les dietes experimentals van presentar un major
marcatge total de °C i de "°N (Figura 3.7). L’increment de marcatge és atribuible a un

major marcatge en proteina i fracci6 soluble, significatiu en el cas de 1’orada.
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Figura 3.7 : Recuperacié de °C (A) i N (B) en components principals del paquet visceral en truites
irisades i orades adaptades a dietes amb diferent relaci6 AAE/AANE, a 24 hores post-ingesta. Els
valors representen la mitjana = error estandard de la mitjana de n=9. Els simbols (*) a la dreta d’una barra
indiquen diferéncies significatives (P<0.05) entre compartiments especifics entre la situacié experimental
i la control. (*) a la part superior de la barra indica diferéncia significativa (P<0.05) en la recuperacio total
del marcador entre grups.

2.2.4. Distribucié tissular de >C i °N

A la figura 3.8 es representa la quantitat de marcatge dipositat en els teixits 24
hores després de la ingesta. En el cas del °C, la diferéncia respecte al 100% pot ser una
estima de 1’oxidacid de la proteina, encara que també caldria considerar el percentatge

de proteina no digerida.

En la truita, la recuperacio de *C i "N va ser molt similar entre ambdos
marcadors i per les dues dietes estudiades: per RT, 30.7 % de "°C i 31.4% de "°N; per
RTglu, 31.8 % de °C i 34.6 % de "°N. En I’orada, la recuperacié d’ambdés marcadors
va ser superior en el grup alimentat amb la dieta glu, de forma significativa pel "N
(31.7 % de °C 1 39 % de "N per GSB; 36 % de °C i 45.5 % de "°N per GSBglu).
Aquest increment és degut a una major deposicié de marcatge en el paquet visceral i la

resta de peix.
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Figura 3.8: Recuperacié total de “C (A) i ®N (B) en teixits (PV+G: paquet visceral amb greix
perivisceral, RP: resta de peix —calculat per diferéncia entre el marcatge total de la carcassa menys el del
muscul-, MB: muscul, F: fetge) en truites irisades i orades adaptades a dietes amb diferent relacio
AAE/AANE, 24 hores després de la ingesta. Els resultats s’expressen com a mitjana + error estandard
de la mitjana de n=9. El simbol (*) a la part superior de la barra indica diferéncies significatives (P<0.05)
en la recuperacio total de marcatge en el conjunt del peix entre animals control i experimentals. El simbol
(*) a la dreta d’una barra indica diferéncies significatives (P<0.05) en la recuperacié de marcatge en un

teixit entre animals control i experimentals.

2.2.5. BC i °N en proteines plasmatiques

Els enriquiments en C i "N de les
proteines plasmatiques a 11 i 24 hores postingesta
es mostren a la figura 3.9. No es van trobar
diferéncies en funci6 de la dieta rebuda, pero si en
funci6 de D’espécie. Aixi, els dos marcadors van
mostrar un valor maxim a 24 hores en la truitaia 11
hores en 1’orada. En ambdues espécies, la relacid

entre el marcatge de °C i el de '°N era proper a 3/1,

d’acord amb la proporcié de marcador que havien
ingerit. Aquest fet indica que els dos marcadors

estan sent utilitzats en les mateixes proporcions.

Figura 3.9: Marcatge de BC (A) i ®N (B) de les proteines
plasmatiques en truites irisades i orades adaptades a dietes
amb diferent relaci6 AAE/AANE, a 11 i 24 hores
postingesta. Els valors representen la mitjana mitjana + error
estandard de la mitjana de n=9.
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Discussio

Un dels primers objectius que es van plantejar al comencament d’aquesta tesi era
establir la quantitat de °C i >N que seria necessaria administrar per fer el seguiment de
la proteina de la dieta en els teixits de peix, donat que aquests isotops es troben de
forma natural en uns percentatges de 1’1.1 i el 0.36% (°C i "°N respectivament). En
d’altres estudis de metabolisme proteic s’han administrat per via oral dosis de "°N del
0.511’1% (Carter 1 col., 1994, 1998; Meyer-Burgdorff i Rosenow, 1995a). Considerant
que el °C és tres vegades més abundant en la natura que el "°N, es va plantejar fer el
marcatge amb un 3% de °C i un 1% de "N. Els resultats mostrats en aquest capitol
demostren que, amb aquestes dosis, es van enriquir de forma significativa els
components principals de fetge i miscul de truita i orada amb 1’excepcié del glicogen en
truita. Per tant, en les condicions experimentals proposades (administracio oral i
mostreig 11 1 24 hores després de la ingesta) 1’abundancia natural d’ambdos isotops no
influeix en els resultats d’enriquiment de proteina i lipids de les dues espécies ni en el
cas del glicogen d’orada. El baix marcatge obtingut en el cas del glicogen hepatic i
muscular de truita indica que aquesta especie t€ una baixa capacitat de sintetitzar i
emmagatzemar glicogen a partir de proteina i per tant es recomana que quan es vulgui
estudiar aquesta via en aquesta especie es disposi de mostres sense enriquir per tal de
poder descomptar 1’abundancia natural de 1’isotop i mesurar de forma acurada la
transformacio6 de la proteina. Si comparem entre especies s’observa que, a diferéncia de
la truita, I’orada té una gran capacitat de sintetitzar i emmagatzemar glicogen a partir de
proteines (major 8"°C en glicogen). Els canvis temporals (entre 0, 11 i 24 hores) del
marcatge del glicogen en 1’orada també¢ ens indiquen que aquesta especie t€ una gran
capacitat de recanvi d’aquesta reserva, com també demostra el fet que en dejuni
mobilitzi un 50% del glicogen 1 el reposi rapidament (Power i col. 2000). Després d’un
dejuni, en aquesta especie, és suficient un periode de 8 hores a 2 dies per recuperar els
nivells de glicogen 1 Dlactivitat de la 6-fosfofructo-1-kinasa (Meton 1 col., 2003).
Comparant les truites 1 orades alimentades amb les dietes experimentals, 1’activacio de
la sintesi de glicogen a partir d’aminoacids es va fer evident 11 hores després de la
ingesta en la truita, mentre en 1’orada no s’observava fins a les 24 hores. Aquestes
diferencies temporals entre especies estarien relacionades amb el fet que, de forma

natural (dietes control), la via gliconeogeénica ¢és molt més activa en 1’orada que en la
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truita, com indica el fet que el 40% del total del marcatge del fetge es trobés en forma
de glicogen en aquesta espécie. També¢, a diferéncia de I’orada, en la truita es va
observar un marcat ritme de la reserva de glicogen en fetge. Coincidint amb el que ja
havia estat descrit per a truita (Laidley i Leatherland, 1988; Figueroa 1 col., 2000), el
contingut de glicogen en el fetge de truita va incrementar durant I’escotofase 1 va

disminuir durant la fotofase.

Comparant entre isotops, I’enriquiment del °N era sempre major que el del °C .
Aquesta diferéncia esta relacionada amb els multiples destins del carboni proteic
(isotopic routing, Krueguer i Sullivan 1984; Schwarcz, 1991) en comparacié amb el
nitrogen. Tot 1 que en termes absoluts I’enriquiment sigui diferent entre isotops, els
increments nets de marcatge (Ad) dels dos isotops en el fetge i en el muscul eren
equivalents; per tant, la transformaci6 de la proteina de la dieta a proteina corporal es
pot mesurar utilitzant un 1% de "°N o un 3% de "°C. Entre teixits, el major enriquiment
del fetge en comparacio amb el muscul €s explicat per la major taxa de recanvi del fetge
en comparacié amb la del miscul (Narayansigh i Eales, 1975; Tieszen 1 col., 1983;
Lyndon i col., 1992). Utilitzant '*C-Ile també s’observen aquestes diferéncies entre
teixits (Mannerstrdm i col., 2001). L’as de C també va permetre estudiar la
transferéncia de carboni proteic a lipids. En ambdues espécies, la incorporacio de °C a
lipids (21-24%) és comparable a la mesura realitzada per truita amb 1C (30%) (Cowey 1
Walton, 1988).

En relacio al segon objectiu d’aquest capitol, I’increment d’AANE a la dieta va
provocar en les dues especies una major transferéncia de carboni proteic cap a glicogen,
per tant una activacio6 de la gluconeogeénesi i la gliconeogénesi. En canvi, el contingut en
glicogen hepatic era menor en aquests grups. Estudis realitzats en el mateix projecte
europeu demostren que 1’activitat de I’enzim glucokinasa (GK) va disminuir en les dues
especies alimentades amb les dietes experimentals 1 que la glucémia plasmatica no va
variar respecte a la situacid control (F. Médale, resultats no publicats; Gomez-Requeni i
col., 2003). Aquestes dades, juntament amb 1’activacid de la sintesi de glicogen a partir
de proteina mostrada pels nostres animals, ens estan indicant una situacié on 1’aport
d’hidrats de carboni per part de la dieta és insuficient per mantenir els diposits de

glicogen 1, en ultim extrem, en el cas de la truita, I’homeostasi de la glucosa.
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L’increment de la ingesta mostrada per les truites alimentades amb la dieta experimental
recolza aquesta situacid6 de demanda energetica. Hi ha diverses raons que podrien
explicar una situacié d’aquest tipus. D’una banda, les dietes experimentals tenien un
menor contingut de carbohidrats que les dietes control (menys de la meitat de blat 1
pésol extrusionat que les dietes control). Encara que els carbohidrats no son
indispensables, contribueixen a 1’estalvi proteic ja que la glucosa s’utilitza com a font
d’energia i desvia als aminoacids lluny de les vies oxidatives i de la gluconeogénesi
(Kaushik i1 Oliva-Teles, 1985; Kaushik, 1997; Peragén i col., 1999; Ruohonen i col.,
1999; Meton 1 col., 1999). D’altra banda, podria ser que 1’addicié d’acid glutamic,
aminoacid gluconeogenic, fos destinat cap a aquesta via, pero aquesta idea sembla poc
probable ja que recentment s’ha descrit que truites alimentades amb dietes
suplementades amb aquest aminoacid no mostren un increment de [’activitat dels
enzims gluconeogenics (Kirchner 1 col., 2003).

A nivell intestinal en les dues espécies el marcatge de °C i de "N en proteina i
fraccio soluble era més elevat en animals alimentats amb les dietes experimentals que
en els control. Els estudis ecofisiologics amb isotops estables indiquen que el contingut
de "N en els teixits incrementa quan incrementa el recanvi proteic (revisat per Gannes i
col., 1998). Per tant a nivell intestinal, a igualtat de temps i1 condicions, un increment de
marcatge indica un increment del reciclatge proteic (major substitucio del '*C i el '*N de
les proteines per les formes isotopiques estables, °C i °N). En salmons alimentats amb
soja es va observar enteritis 1 un increment la proliferaci6 cel-lular intestinal per
compensar el dany cel-lular causat per la soja de la dieta (Sanden i col., 2005). Truites
alimentades amb un 30% de soja també mostraven alteracions en I’intesti distal,
atribuides a I’elevada presencia dels hidrats de carboni no digeribles de la soja (Refstie i
col., 2000). També en truites alimentades amb un 30% de soja s’ha trobat que en el
fetge s’expressaven algunes proteines de xoc teérmic (heat shock proteins) que s’han
relacionat amb la preséncia de factors antinutricionals presents a la soja (Martin 1 col.,
2003). El major recanvi cel-lular trobat en els nostres animals podria ser doncs causat
per la soja, bé per la seva composicio en hidrats de carboni no digeribles o bé per algun

factor antinutricional (inhibidors de tripsina, fitats).

Les alteracions produides en el fetge i ’intesti van influir sobre el muscul de
forma diferent segons 1’espécie. En la truita, com a efecte d’una sola menjada marcada,

la deposici6 total d’ambdds marcadors tenia tendeéncia a ser inferior en els animals
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alimentats amb la dieta experimental, degut tant a una menor deposicié en forma de
proteina com de la fraccid soluble. Aquest menor marcatge indica una menor arribada
de les proteines de la dieta cap al teixit muscular. El fet que les dietes experimentals
continguessin soja pot haver fet disminuir la disponibilitat dels AA, com s’ha vist en
altres estudis (Sandholm 1 col., 1976; Dabrowski i col., 1989; Krogdahl i col., 1994).
Dr’altra banda, incrementar la quantitat d’un determinat AA, en aquest cas el glutamic,
pot fer disminuir la proporci6 relativa dels altres AA 1 provocar un imbalang d’AA que
repercutiria negativament sobre el creixement. A llarg termini, la menor deposicié de
proteines, en el cas de la truita, podria provocar un menor creixement dels animals, com
indiquen els pesos finals assolits. A diferéncia de la truita, en 1’orada no es van
manifestar canvis a nivell muscular, per tant ’orada no es va mostrar tant afectada com
la truita.

A nivell comparatiu entre espécies, es va observar una major deposicio de
marcatge en els teixits 1 en la proteina plasmatica en les orades en comparacié amb les
truites, 24 hores després de la ingesta. Aquestes diferéncies poden ser degudes a un
metabolisme una mica més rapid en 1’orada, cultivada a 25°C, que en la truita, cultivada
a 17°C. Aixi per exemple, a aquestes temperatures, el pic maxim d’excrecidé d’amoni
ocorre en 1’orada a 3 hores de la ingesta (Gémez-Requeni i col., 2003) i en la truita a 5-

7 hores (Martin i col., 2003).

En relaci6 a la composicio corporal dels animals, es va observar una reduccio6 de
les reserves lipidiques en les truites 1 orades alimentades amb les dietes experimentals
en comparacié amb la situacid control. En els mamifers, la naturalesa de la font proteica
pot afectar als enzims de la via lipogenica. Aixi s’ha vist que rates alimentades amb soja
mostraven una disminuci6 de I’activitat dels enzims G6PD, ME 1 FAS en comparacié
amb rates alimentades amb caseina i farina de peix (Herzberg i Rogerson, 1984; Iritani 1
col., 1986, 1996; Kayashita i col., 1996). En els peixos, concretament en el salmo, la
inclusié d’un 28% 1 un 55% de soja en la dieta provoca una disminucié lineal de la
deposicié de lipids en la carcassa (Opstvedt i col., 2003). En la truita s’ha observat que
els nivells de colesterol en plasma disminueixen quan soén alimentades amb concentrat
de proteina de soja, en comparacidé amb truites alimentades amb un 100% de farina de

peix (Kaushik i col., 1995). El possible efecte de la font proteica sobre la lipogenesi en
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peixos no ha estat estudiada, perd en rates i hamsters s’ha identificat el contingut en

isoflavones de la soja com a factor inhibidor de la lipogeénesi (Balmir i col., 1996).

En conclusio, en les nostres condicions experimentals un 1% de "N i un 3% de
BC son adients per estudiar les transformacions de la proteina de la dieta. Aquestes
dosis seran emprades en els futurs estudis de substitucid. En relaci6 al segon objectiu
d’aquest capitol es pot concloure que I’addici6 d’acid glutamic a la dieta no va millorar
el creixement i que les dietes experimentals van provocar una serie d’alteracions en la
utilitzaci6 de la proteina de la dieta que estarien més relacionades amb el contingut de
soja que amb la relaci6 AAE/AANE de la dieta. D’altra banda, no es descarta que
alguns efectes hagin estat causats per un menor contingut de carbohidrats en les dietes
experimentals en relacio a les dietes control. Els millors creixements es van obtenir amb
les dietes RT 1 GSB, formulades amb una relaci6 AAE/AANE de 1.03 1 1.13
respectivament. Aquestes dietes s’estableixen com a dietes de referéncia pels segiients

estudis de substitucio.
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BLOC EXPERIMENTAL Il

Substitucio de la farina de peix per fonts de proteina vegetal

en la truita irisada. Us de la proteina de la dieta

Quatre grups de truites irisades van ser alimentades durant dotze setmanes amb
dietes (Taula 2.4) amb diferent percentatge de substituci6 de la farina de peix per fonts
de proteina vegetal. La dieta FM estava elaborada unicament a partir de farina de peix i
es va establir com a dieta de referéncia. Les dietes PP50, PP75 1 PP100 contenien
quantitats creixents de proteina vegetal, 50%, 75% 1 100% respectivament. Les dietes
vegetals es van suplementar amb aminoacids essencials cristal-lins per reflectir la
composicié aminoacidica del muscul (Taula 2.7). En les quatre dietes la relacio
AAE/AANE era propera a 1, fruit de les conclusions extretes a partir del bloc
experimental I. Totes les dietes eren isoenergetiques i isoproteiques (Taula 2.5) i
cobrien els requeriments nutricionals establerts per truita pel National Research Council

(1993).

L’objectiu d’aquest treball és estudiar 1’efecte de la substitucié sobre I’us de la
proteina de la dieta, mesurant la incorporacié de >C i °N en els components principals
dels teixits, la incorporaci6 de "*C en els AA lliures de plasma i muscul (com a
indicador de 1’0s diari de la proteina de la dieta), i, els nivells d’aquests AA després de
quatre mesos d’adaptacio a les dietes. Tanmateix es presenta la composicio corporal i la

glucemia d’aquests animals després de quatre mesos d’alimentacio.
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Resultats

1. Creixement i composicio corporal

El reemplacament de la proteina animal per proteina vegetal en la dieta va tenir
un efecte significatiu sobre el creixement dels animals. Per sobre d’un 50% de
substitucid es va observar una disminuci6é del pes final i de la taxa de creixement
especific, més accentuat en el grup PP100 (Taula 4.1). Durant tot el periode de

creixement les truites alimentades amb PP75 1 PP100 van mostrar hiperfagia.

Taula 4.1: Taxes de creixement i ingesta de truites irisades alimentades amb
diferent percentatge de fonts de proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
Pes inicial (g) 19.2 02 19.2 0.2 19.2 0.2 19.2 0.1
Pes final (g) 147.1 18a 1424 26a 135.6 49b 111.1 25¢
Taxa de creixement specific (%) 2.6 0.02a 2.6 0.0la 2.5 0.03b 2.2 0.01c¢
Ingesta (g MS/kg PCP/dia) 149 020 14.8 03b 154 0.2a 154 0.1a

Valors proporcionats per 'INRA. Els valors corresponen a la mitjana i error estandard de la mitjana.
Lletres diferents indiques diferencies significatives entre dietes (prova Student Newman-Keuls; P<0.05)
Taxa de creixement especific = [100*[Ln(pes corporal final)-Ln(pes corporal inicial)]/dies

MS: materia seca. PCP: pes corporal promig

A la Taula 4.2 es presenta la composicio corporal dels quatre grups. De forma
similar a com es descrivia en el bloc experimental I, el contingut de glicogen hepatic va
mostrar un ritme diari, presentant nivells més elevats a les 11 hores post-ingesta que a
les 24 hores. En el grup PP100 els nivells de glicogen hepatic i muscular, a 24 hores de
la ingesta, eren significativament superiors als presents en els altres grups de

reemplacament (PP50 i PP75).

El percentatge de lipids de la carcassa dels animals alimentats amb les tres dietes
vegetals, aixi com exclusivament en el fetge de PP50, era major (P<0.05) que el dels
animals alimentats amb FM. De forma oposada, a partir d’un 50% de substitucio de la
farina de peix per fonts de proteina vegetal, el percentatge de lipids del paquet visceral

disminuia, encara que no de forma significativa.
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Taula 4.2: Composicio corporal de truites irisades alimentades amb diferent
percentatge de fonts de proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
Fetge (11 h)
HS! 1.33 0.07 1.11 0.08 1.07 0.07 1.24 0.10
Lipid 3.81 0.15 3.81 025 3.60 0.09 3.58 0.07
Glicogen 2.47 0.78 0.85 0.25 2.25 038 2.24 0.69
Proteina 15.05 0.60 16.29 0.29 15.68 0.38 14.64 0.47
Fetge (24 h)
HS' 1.16 0.10 1.05 0.05 1.15 0.13 1.17 0.06
Lipid 3.57 007a 4.02 0.10b 3.52 011a 3.31 0.09a
Glicogen 1.03 0.29 ab+ 0.64 o0.11a 0.59 0.21a 1.77 0.23b+
Proteina 15.98 0.46 16.84 0.13 16.79 0.18 15.77 0.16
Muscul (11 h)
Lipid 4.04 0.63 4.06 0.47 5.26 0.83 3.84 0.71
Glicogen 0.29 0.05 0.23 0.02 0.33 0.03 0.39 0.08
Proteina 19.58 0.49 18.56 0.58 18.77 0.97 18.31 0.42
Muscul (24 h)
IMS? 49.5 L.17 50.46 1.68 53.60 0.66 49.83 1.21
Lipid 3.08 036 3.53 033 3.51 055 442 0.42
Glicogen 0.15 0.04a 0.18 0.03a 0.19 0.03a 0.41 0.04b
Proteina 19.58 0.77 ab 19.41 0.28a 20.31 0.33ab 20.51 055b
Paquet visceral + greix peri-visceral (24 h)
Vs’ 7.73 0.40 7.36 021 7.36 0.43 8.45 0.41
Lipid 46.1 5.79 44.00 3.03 37.15 2.6l 36.43 2.88
Proteina 4.12 0.49 7.63 0.95 7.12 1.68 5.46 1.21
Carcassa (24 h)
Lipid 6.65 0.38a 8.20 031b 8.38 0.19b 8.18 038Db
Proteina 16.02 0.37 ab 15.37 0.36a 16.51 0.24 ab 17.75 025b

Es presenten els resultats dels animals mostrejats 11 i1 24 hores després de la ingesta.

'THS = g fetge - 100 g”' pes corporal

’IMS = g muscul - 100 g"' pes corporal
*IVS= g visceres - 100 g”' pes corporal
Els valors s’expressen com a percentatge de materia fresca i corresponen a la mitjana i error estandard
de la mitjana de n=7 (6 experimentals + 1 control).
Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre grups (P<0.05). (+) indica diferéncies
significatives entre 11 i 24 hores per un mateix grup (P < 0.05)
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2. Glucémia
7
Els nivells de glucosa plasmatica (Figura 4.1) ol l ]
en els animals alimentats amb PP75 van 5| 1 T l a1 |
o = | 4 L
disminuir (P<0.05) de 11 a 24 hores, ¥ A ab |gp
~ [ l 1
presentant aquest grup a 24 hores una 3 b
o 3 1
. w 2 *
concentraci6 de  glucosa  plasmatica ©
2 - 4
significativament inferior que el grup FM.
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0
Figura 4.1: Nivells de glucosa plasmatica 11 i 24 T 24 h

hores després de la ingesta en truites irisades
alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors es presenten en mmols
glucosa/L de plasma i corresponen a la mitjana =+ error estandard de la mitjana per n=6. Lletres diferents
indiquen diferéncies significatives entre grups (P<0.05). (+) indica diferéncies significatives entre 11 i 24
hores per un mateix grup (P < 0.05)

3. Desti de la proteina de la dieta en teixits i components principals

3.1. Fetge

La Figura 4.2 mostra el percentatge de °C i "N, en relacié al total de marcatge
ingerit, recuperat en el fetge i els seus components principals, 11 1 24 hores després de
la ingesta forcada. Onze hores després de la ingesta, la recuperacio total de °C i °N
tendia a ser major en el grup FM i PP50 que en els altres grups. Vint-i-quatre hores
després de la ingesta, la recuperacio total de °C no mostrava el mateix perfil que la

recuperaci6 total de "°N, degut a la transferéncia de carboni proteic a glicogen i lipids.

La incorporacié total i la distribucié en components principals de *C com a
resultat de la utilitzaci6 de la proteina de la dieta d’una sola ingesta, resultats a 24 hores,
va ser molt similar en FM i PP50 (Figura 4.2 A). A diferéncia de FM, en PP50 la
incorporaci6 de ">C en lipids va incrementar (P<0.05) de 11 a 24 hores, fet que indica

un increment de la lipogenesi.

En el grup PP75, la recuperaci6 total de ">C, 24 hores després de la ingesta, era
el 60% de la trobada en els altres grups, perd la proporci6 relativa de °C en components
principals en aquest grup era equivalent a la del grup FM (45% en proteina, 11% en

glicogen, 14 % en lipid 1 30% en fraccid soluble). En el grup PP100, la incorporacié de
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BC a glicogen representava el 26% del total del marcatge del fetge, valor quatre
vegades més elevat que a 11 hores i més del doble del que representava en els altres
grups, evidenciant un activitat gluconeogeénica més elevada en el grup PP100 que en els

altres grups.

Vint-i-quatre hores després de la ingesta, la incorporacié total de '°N (Figura 4.2
B) era superior en el grup FM que en els grups alimentats amb proteina vegetal, encara
que no de forma significativa. La distribuci6 del marcador 24 hores després de la

ingesta era similar en tots els grups (proteina: 54-59% i fraccio soluble: 41-46%).
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Figura 4.2: Recuperacié de (A) *C en proteina, lipid, glicogen i fracci6 soluble de fetge i (B) '°N en
proteina i fraccio soluble de fetge, 11 i 24 hores després de la ingesta, en truites irisades alimentades
amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors corresponen a la mitjana + error
estandard de la mitjana de n=6. (+) indica diferéncia significativa entre 11 i 24 hores per un mateix grup
(P<0.05). El simbol a I’interior d’una barra indica diferéncia significativa en compartiment especific. El
simbol a la part superior de la barra indica diferéncia significativa en la recuperacié total del marcador.

3.2. Muscul blanc

La incorporacié de *C i "N en el muscul blanc i els seus components principals
es mostra a la Figura 4.3. Onze hores després de la ingesta es recuperava menys C en
PP100 (4%) que en FM (7.6%) i menys "°N en tots els grup vegetals (7%) en relaci6 a
FM (11%). Tot 1 que els dos marcadors no mostren exactament el mateix perfil, es pot

observar que a 11 hores I’arribada de la proteina de la dieta als teixits era més lenta en el
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grup PP100 que en FM. En canvi, a 24 hores, la recuperacié de ">C en el grup PP100 era
el doble en relacio a 11 hores i superior respecte a FM, principalment per un increment
significatiu de "°C en la fracci6 proteica. Aquest increment del marcatge en la fraccié

. , 1 . . . .
proteica també s observa amb "°N, tot i que en aquest cas no era significatiu.
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Figura 4.3 : Recuperacié de (A) PC en proteina, lipid, glicogen i fracci6 soluble de muscul blanc i
(B) N en proteina i fraccio soluble de muscul blanc, 11 i 24 hores després de la ingesta, en truites
irisades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors corresponen a
la mitjana + error estandard de la mitjana de n=6. Lletres diferents indiquen diferéncies significatives
entre grups (P<0.05). (+) indica diferéncia significativa entre 11 i 24 hores per un mateix grup (P<0.05).

3.3. Paquet visceral + greix perivisceral

La font proteica de la dieta no va influir significativament en 1’us i desti de la
proteina de la dieta en el paquet visceral (+ greix perivisceral) (Figura 4.4), tot i que la
recuperacio total de ">C tenia tendéncia a ser menor en les truites alimentades amb les

dietes PP75 1 PP100 en comparaci6 amb els altres grups.

3.4. Carcassa

En la fracci6 corresponent a carcassa no es van trobar canvis significatius entre

grups (Figura 4.5)
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Figura 4.4: Recuperacié de (A) “C en proteina, lipid i fraccié soluble del paquet visceral + greix
perivisceral i (B) °N en proteina i fraccié soluble del paquet visceral + greix perivisceral, 24 hores
després de la ingesta, en truites irisades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina
vegetal. Els valors corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=6.
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Figura 4.5: Recuperaci6 de (A) BC en proteina, lipid i fraccié soluble de carcassa i (B) °N en
proteina i fraccio soluble de carcassa, 24 hores després de la ingesta, en truites irisades alimentades
amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors corresponen a la mitjana £ error
estandard de la mitjana de n=6.
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3.5. Recuperacié total de C i PN en teixits

A la Figura 4.6 es mostra la recuperacio total de °C i >N en tot el peix, 24 hores
després de la ingesta, com a suma de les recuperacions totals de les fraccions
analitzades. La diferéncia entre el total del marcatge administrat (100%) i el marcatge
de *C i N recuperat en I’organisme, permet establir, de forma aproximada, que 24
hores després de la ingesta entre un 67% 1 un 79% de ’esquelet de carboni de les
proteines havia estat oxidat i que entre un 69% i un 80% del nitrogen de la proteina de
la dieta havia estat excretat, sense tenir en compte que una minima part de la dieta que
no hauria estat digerida. Tot 1 que s’han anat observant diferencies en funci6 de la dieta
en els diferents compartiments estudiats, la recuperacié total de marcadors no va

mostrar diferéncies significatives entre grups.
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Figura 4.6: Recuperaci6 total de *C (A) i °N (B) en teixits de truites irisades alimentades amb
diferent percentatge de fonts de proteina vegetal, 24 hores després de la ingesta. La recuperacio total
es calcula com la suma de les recuperacions totals en teixits (PV+G: paquet visceral més greix
perivisceral, RP: resta de peix, calculat per diferéncia entre el marcatge total en carcassa menys el
marcatge total en muscul blanc, MB: muscul blanc, F: fetge). Els valors corresponen a la mitjana * error
estandard de la mitjana per n=6
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4. Concentracié i marcatge de C dels AA lliures del plasma

La concentraci6 total d’AA lliures en plasma 11 hores després de la ingesta no

va diferir entre grups, encara que s’observa una menor concentracio6 tant d’AAE com d’

AANE en el grup PP100 en comparacio amb FM (Taula 4.3). La concentraci6 de Lys en

els grups PP75 1 PP100 i la concentracio de Thr en el grup PP100 eren menors respecte

a FM.

Taula 4.3: Concentracié (umols/L plasma) dels AA lliures de plasma, 11 hores
després de la ingesta, en truites irisades alimentades amb diferent percentatge de

fonts de proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
HISTIDINA 324 56 ab 47.2 84 a 446 123 ab 11.0 16 b
ISOLEUCINA 280.2 355 1944 332 2484 845 178.8 255
LEUCINA 4604 542 502.8 1145 549.4  160.8 433.6 155
LISINA 438.5 307 a 399.8 318 a 109.0 437 b 483 87 b
METIONINA 163.3 357 1109 136 104.4 409 43.0 19.0
FENILALANINA 1659 313 171.4 416 124.0 374 102.7 215
TIROSINA 493 123 68.8 8.5 72.1 16.1 63.9 153
TREONINA 490.8 783 a 463.7 515 ab  406.5 633 ab 220.8 211 b
VALINA 687.1 116 733.2 2308 696.5 1223 546.1 145
Alanina 812.9 151.1 585.6 585 520.8 44.0 671.7 844
Acid Aspartic 229 00 16.0 0.0 105 00 11.8 0.0
Acid Glutamic 57.8 122 48.6 114 48.1 16.7 419 156
Glicina 899.9 1497 ab 5972 244 a 529.7 356 ab 364.0 402 b
Prolina 137.3 320 1489 19.1 1114 485 224.6 942
Serina 269.7 402 a 1009 227 b 737 211 b 80.0 353 Db
AA totals 46374 6212 3907.0 514.0 3780.2 6712 2807.1 2233
AAE 2618.6 180.8 2413.5 4463 2451.0 6113 15399 949
AANE 2018.8 445.1 14935 678 1329.2 781 1202.5 140.4
AAE/AANE 1.38 0.20 1.61 023 1.81 041 1.35 0.09

Els valors corresponen a la mitjana i error estandard de la mitjana de n=4 (3 experimentals + 1 control).
Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre grups (P<0.05).

En situacié basal, 24 hores després de la ingesta, la concentracié d’AA lliures

totals en plasma era inferior (P<0.05) en els grups PP75 1 PP100 respecte a FM (Taula
4.4) 1 la relaci6 AAE/AANE era la meitat en el grup PP100 que en FM. Tal com

s’observava a onze hores, la concentracio de Lys era menor en PP100 que en FM.
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Taula 4.4: Concentracio (umols/L plasma) dels AA lliures de plasma, 24 hores
després de la ingesta, en truites irisades alimentades amb diferent percentatge de
fonts de proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
HISTIDINA 49.6 105 73.2 342 351 64 293 990
ISOLEUCINA 440.0 86.3 363.9 922 239.3 596 201.1 358
LEUCINA 696.3 124.8 675.8 173.6 431.1 872 370.5 59.0
LISINA 1068.9 3364 ab 498.9 328 a 2239 809 ab 1669 440 b
METIONINA 102.2 199 759 164 71.7 86 83.2 243
FENILALANINA 1914 579 168.1 176 143.4 136 134.1 248
TIROSINA 82.7 173 629 103 379 43 44.5 6.7
TREONINA 1026.7 2759 592.9 1085 299.0 749 407.4 1433
VALINA 1217.8 1615 a 1484.0 1303 a 986.4 1413 ab 532.0 1471 b
Alanina 614.5 1958 751.6 1226 367.2 134 583.6 83.6
Acid Aspartic 155 89 131 05 17.5 124 40
Acid Glutamic 1022 278 75.0 183 273 21 359 88
Glicina 804.5 957 a 560.0 487 a 3158 310 b 4556 698 b
Prolina 123.8 429 91.2 182 70.4 165 471 94
Serina 205.6 485 78.0 263 573 93 772 178
AA totals 7586.6 10473 a 5831.2 654.6 ab 35609 379.1 b 3262.2 4953 b
AAE 5627.1 1015.8 a 4181.5 5422 ab 2682.7 397.5 ab 19853 5172 b
AANE 1858.3 329.1 ab 15624 1319 a 8354 504 b 1204.4 1104 ab
AAE/AANE 3.18 098 2.53 024 3.09 0.6 1.61 0.46

Els valors corresponen a la mitjana i error estandard de la mitjana de n=4 (3 experimentals + 1 control).
Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre grups (P<0.05).

Les Figures 4.7, 4.8, 4.9 1 4.10 mostren I’enriquiment en BC dels AA,
informant-nos de I’efecte que té una sola menjada sobre la fraccié d’AA lliures. Vint-i-
quatre hores després de la ingesta, el marcatge dels AAE 1 AANE (Figures 4.8 1 4.10)
tendia a ser més baix en els grup PP75 1 PP100 respecte a FM. En comparacié amb FM,
la menor concentracié d’AA en plasma i el menor marcatge de °C observat 24 hores
després de la ingesta en els grups PP75 1 especialment en PP100 indiquen que en
aquests grups 1’arribada o la disponibilitat dels AA després dels processos de digestiod,
absorcid 1 metabolisme, era més baixa que en FM. Tanmateix, la quantitat de Lys en
plasma expressada com a pug *C/100 g de "*C ingerit era menor (P<0.05) en PP100 que
en FM tant a 11 com a 24 hores (FM: 1.5+0.8, PP100: 0.1+0.03).
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Figura 4.7: Marcatge (atoms *C/100 atoms C) dels AAE plasmatics, 11 hores després de la ingesta,
en truites irisades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors

corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=3.
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Figura 4.8: Marcatge (atoms *C/100 atoms C) dels AAE plasmatics, 24 hores després de la ingesta,
en truites irisades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors

corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=3.
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Figura 4.9: Marcatge (atoms “C/100 atoms C) dels AANE plasmatics, 11 hores després de la
ingesta, en truites irisades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els
valors corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=3.
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Figura 4.10: Marcatge (atoms *C/100 atoms C) dels AANE plasmatics, 24 hores després de la
ingesta, en truites irisades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els
valors corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=3.
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5. Concentracié i marcatge de °C dels AA lliures del miiscul blanc

La concentraci6 total d’AA lliures en muscul (Taula 4.5) va incrementar de
forma progressiva a mesura que incrementava el percentatge de proteina vegetal de la
dieta. Entre els AAE es va observar un increment d’ His (23% del total d’AAE en FM i
56%, 80% 1 76 % en PP50, PP75 i PP100 respectivament) i Thr. En canvi la resta
d’AAE disminuien, encara que no de forma significativa, a mesura que incrementava la
substitucio de la farina de peix. Entre els AANE, el grup PP100 presentava 6 vegades
més Pro i1 4 vegades més Ala que el grup FM. Descomptant els nivells d’His i1 Gly, es
pot observar que la relaci6 AAE/AANE era inferior en els grups PP75 1 PP100 en
comparacié amb FM.

Taula 4.5: Concentracié (umols/g muscul) dels AA lliures de muscul, 24 hores

després de la ingesta, en truites irisades alimentades amb diferent percentatge de
fonts de proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
HISTIDINA 049 o015 a 168 023 ab 305 050b 466 147 ab
ISOLEUCINA 0.10  0.03 0.08 0.01 0.03  0.002 0.05  0.09
LEUCINA 0.16  0.06 0.16  0.02 0.07 0.008 0.12  0.02
LISINA 0.34 0.1 0.5 0.2 0.12  0.03 0.29  0.08
METIONINA 0.05 0.01 0.06 0.003 0.03  0.003 0.04  0.009
FENILALANINA 0.06 0.01 0.05 0.006 0.04 o.01 0.03  0.003
TREONINA 0.45 o0.08 0.38  0.03 0.67 021 0.75 013
VALINA 042 o0.12 0.33  0.03 0.18 0.02 0.21  0.02
Alanina 0.38 0.1 0.78 0.4 1.12 038 1.57 o062
Acid Aspartic 0.03  0.01 0.03  0.003 0.06 0.17 0.07 0.14
Acid Glutamic 0.12  0.03 0.11  0.03 0.13  0.02 0.19 02
Glicina 6.26 1.91 7.63 0.16 9.51 171 16.14  3.18
Prolina 0.05 0.007 0.16  0.06 0.29  0.09 0.30 0.12
Serina 0.08 0.02 0.11 0.001 0.19  0.07 0.23  0.06
AA totals 9.0 1.6 a 11.7 0.1 ab 14.7 25 ab  24.7 28 b
AAE 2.1 0.2 2.9 0.2 3.8 0.9 6.2 1.5
AANE 6.9 1.8 8.8 0.4 10.9 1.9 18.5 3.9
AA totals -(His+Gly) 2.25 0.4l 2.49 034 224  0.60 3.87 087
AAE (- His) 1.58 0.34 1.36 o0.11 0.89 0.19 1.50 o.16
AANE (- Gly) 0.66 0.13 1.12 022 1.35 041 237 073
AAB/AANE- 964 054 a 124 015 ab 070 006 b 082 021 b
(His+Gly)

Els valors s’expressen com a percentatge de matéria fresca i corresponen a la mitjana i error estandard
de la mitjana de n=4 (3 experimentals + 1 control). Lletres diferents indiquen diferéncies significatives
entre grups (P<0.05).
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A diferéncia del que s’observava en plasma, el marcatge de °C dels AA del
muscul, 24 hores després de la ingesta, no va mostrar diferencies entre grups (Figures

4.1114.12).
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Figura 4.11: Marcatge (atoms *C/100 atoms C) dels AAE de miiscul, 24 hores després de la ingesta,
en truites irisades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors
corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=3.
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Figura 4.12: Marcatge (atoms “C/100 atoms C) dels AANE de muiiscul, 24 hores després de la
ingesta, en truites irisades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els
valors corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=3.
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La disponibilitat dels AA, calculada com a pg de "°C presents en cada AA per
cada g de °C ingerit, permet obviar la dilucié que pugui haver patit el marcador com a
efecte de la major o menor concentracié dels AA entre grups. Expressant els resultats
d’aquesta manera, 1’elevada variabilitat no va permetre detectar canvis significatius
entre grups, encara que el marcatge total dels AA ramificats (Val, Leu, Ile) i de Phe en

els grups PP75 1 PP100 tendien a ser inferiors que en FM 1 PP50 (Figura 4.13).
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Figura 4.13: Enriquiment total dels AAE de muscul (24 h) en truites irisades alimentades amb
diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors corresponen a la mitjana + error estandard
de la mitjana de n=3.
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Respecte als AANE, el marcatge total de >C incrementava amb el percentatge

de proteina vegetal. Aquest increment va ser molt més acusat en el grup PP100, on el

marcatge d’Ala va ser 4 vegades superior als valors de FM, més del doble en Ser i 6

vegades més en Pro, encara que en cap cas les diferéncies van ser significatives.
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6. Concentracié i marcatge de °C i °N de les proteines plasmatiques

La concentracié de proteines plasmatiques tant 11 com 24 hores després de la
ingesta era molt similar en tots els grups (Figura 4.15 A). Tant I’enriquiment de °C
(Figura 4.15 B) com de "°N (Figura 4.15 C) va incrementar de 11 a 24 hores en tots els
grups, de forma significativa I’enriquiment de "°C dels grups PP50 i PP100. La relacio
d’enriquiment de *C/*°N de les proteines plasmatiques era propera a 3/1, reflectint el

marcatge administrat per la dieta.
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Discussio

La incorporaci6 total de *C procedent de la proteina de la dieta en tots els teixits
estudiats i la seva conversido a components principals —proteina, lipid i glicogen-, aixi
com la concentracié 1 marcatge dels AA lliures estudiats, demostra que ¢és possible
substituir un 50% de la farina de peix sense alterar 1’us i desti de la proteina de la dieta.
Aixo es reflexa en el pes final dels animals PP50, equivalent al del grup FM. La taxa de
creixement del grup PP50 és similar a la obtinguda per Gomes i col. (1995) en truites
alimentades amb un 33% i un 66% de proteina vegetal. En canvi, les truites alimentades
amb les dietes PP75 1 PP100 van créixer menys 1 més lentament. Juntament amb un
menor creixement, els animals PP75 1 PP100 van mostrar hiperfagia durant els quatre
mesos d’adaptacio a les dietes. Aquest increment de la ingesta estaria relacionat amb un
baix contingut energetic de la dieta, ja que els nivells d’ingesta estan molt relacionats
amb I’energia aportada per la dieta (Page 1 Andrews, 1973; Peter, 1979; Kentouri i col.,
1995). L’energia digerible aportada per la proteina i els lipids era comparable en les
quatre dietes. En canvi, la digestibilitat dels carbohidrats disminuia a mesura que
incrementava el percentatge de substitucio (digestibilitat del mido: FM 99%, PP50 81%,
PP75 75%, PP100 56%), 1 el percentatge d’energia digerible de la dieta PP100 era un
10% inferior a la de FM, fet que podria explicar en part el major consum d’aliment.
Tanmateix, en comparacié amb els estudis presentats en el bloc experimental I, en tots
els grups es va observar un nivell de glicogen hepatic més baix que en les truites RT,
que podria estar relacionat amb un baix percentatge d’hidrats de carboni en les dietes

del present treball.

Els nivells d’AA en plasma sén bons indicadors de 1’estat nutritiu de 1’animal 1
permeten avaluar la qualitat de la dieta (Nose, 1972). En el grup PP100, en comparacio
amb els altres grups, es va observar una menor disponibilitat d’AA en el plasma,
especialment d’AAE, fet que limitaria el creixement dels animals. No es pot descartar,
pero, que el nivell maxim d’AA en plasma en el grup PP100 sigui posterior a les 24
hores, ja que en truites alimentades amb fonts vegetals, com la soja o la malta, el pic
maxim d’AA en plasma es veu endarrerit en comparacié amb truites alimentades amb

farina de peix, degut a una alteraci6 en els processos digestius (Yamamoto, 1988). De
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fet, el seguiment del °C i del "N a diferents moments postprandials demostra que
I’arribada de la proteina als teixits era més lenta en el grup PP100 en comparacié a FM.
Un alentiment dels processos digestius o una disminucié de 1’activitat dels enzims
proteolitics provocada pels ingredients vegetals, com s’ha vist en truites alimentades
amb soja (Dabrowsky i col., 1989; Rumsey i col., 1993), podria ser doncs la causa de la

baixa concentracié d’AA en el plasma del grup PP100.

El nivell de Lys de les proteines vegetals és deficient pel cultiu de teleostis, fet
que repercuteix sobre el creixement (Murai, 1992). Per aixo diversos estudis recomanen
el suplement de la dieta amb Lys quan la proteina €s d’origen vegetal (Davies 1 Morris,
1997; Rodehutscord i col., 2000). En el present treball, les dietes vegetals van ser
suplementades amb quantitats creixents de Lys, en forma d’AA cristal-li. De fet la Lys
era ’AA que s’havia suplementat en major quantitat. La proporcié de Lys cristal-lina
respecte al total de Lys era d’un 36% en PP50, un 52% en PP75 1 un 75% en PP100. Tot
i el suplement de la dieta, la concentraci6 de Lys en plasma disminuia a mesura que
incrementava el percentatge de proteina vegetal. La Lys cristal-lina s’absorbeix més
rapidament que la Lys que forma part d’una proteina (Berge i col., 1994). Per tant, el
diferent ritme d’absorcio de la Lys en funci6 de la forma en que sigui presentada pot
haver modificat la disponibilitat d’aquesta, de forma més acusada en el grup PP100.
Aquest fet limitaria la sintesi de proteines o faria incrementar la taxa de reciclatge

proteic incidint de forma negativa sobre el creixement.

Els estudis ecofisiologics amb isotops estables indiquen que el '°N incrementa
en els teixits quan es mobilitza proteina o quan incrementa la taxa de recanvi proteic
(revisat per Gannes i col., 1998). En el grup PP100, el marcatge de "*C en proteina
muscular era major que en FM i el "N mostrava la mateixa tendéncia. Aquest major
marcatge no €és degut a una major arribada de marcador procedent de la dieta al teixit, ja
que, com s’ha dit anteriorment, 1’arribada dels dos marcadors al muscul era més lenta en
PP100 que en FM. L’increment del marcatge de la proteina muscular és indicador d’un
major recanvi proteic. El major marcatge dels AANE del muscul del grup PP100, en
comparaciéo amb FM, també és un indicador d’una major taxa de reciclatge proteic ja
que demostra que part de 1’esquelet de carboni d’altres AA, incloent els AAE, hauria
estat transferit a AANE. De fet, s’ha observat que la substitucié de la farina de peix per
soja en la truita irisada provoca una menor eficiencia de retencié de les proteines

sintetitzades (Martin 1 col., 2003) 1 en d’altres especies, com el llobarro (Langar 1 col.
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1993), I’anguila (De la Higuera 1 col., 1999) i la gambeta (Litopenaeus vannamei)
(Mente 1 col., 2002), la substitucié amb diferents ingredients vegetals provoca un
increment de la taxa de recanvi proteic i de la taxa de degradacio proteica, juntament
amb una menor eficiencia de retenci6 de les proteines sintetitzades. Un increment de la
taxa de reciclatge proteic porta associat un increment del consum d’energia (Waterlow 1
Millward, 1989; Houlihan, 1991; Lyndon i col., 1992), que no és desitjable des del punt

de vista de maximitzar el creixement.

En el muscul, la concentraci6 i marcatge dels tres AA ramificats (Val, Leu, Ile)
era més baixa en els grups PP75 1 PP100 en comparacié amb FM 1 PP50. En canvi,
I’Ala incrementava. De forma preferent, el muscul blanc oxida els AA ramificats amb
finalitat energetica (Jirss 1 Bastrop, 1995). En situacié de demanda energéetica, com el
dejuni, s’ha descrit que els AA ramificats del muscul s’oxiden, transferint-se part de
I’esquelet de carboni a Ala (Blasco i col., 1991). Aquesta Ala s’utilitza en el fetge com
a font d’energia 1 de glucosa (Cowey i col, 1977 a; Walton i Cowey, 1979 a,b; Renaud i
Moon, 1980; French i col., 1981). L’increment del marcatge d’Ala en el muscul de les
truites PP75, 1 de forma molt més acusada en les PP100, pot estar, doncs, relacionat amb
I’oxidacio dels AA ramificats. L’Ala alliberada pel muscul seria oxidada o utilitzada
com a substrat gluconeogenic pel fetge, d’aqui que no s’observi un increment de la seva
concentraci6 en plasma. L’increment significatiu del marcatge de '°C en glicogen en el
fetge dels animals PP100 posa de manifest I’activacié de la gluconeogenesi en aquest
grup, que permet mantenir el nivells de glucosa circulants. A diferencia del grup PP100,
en el grup PP75 no es va observar una activacid de la gluconeogenesi, tot i que també
incrementava la concentraci6 i marcatge d’Ala en el muscul. En PP75, els nivells de
glicogen eren més baixos que en FM i no es va poder mantenir el nivell de glucosa
circulant 24 hores després de la ingesta. El nivell de proteina digerible de la dieta PP75
era comparable a la de FM 1 PP50 i per tant la major oxidacio d’AA estaria relacionada
o bé amb un menor aport d’energia no proteica (Cowey i Walton, 1989), o bé amb un
imbalang postprandial provocat pel diferent ritme d’absorcié dels AA cristal-lins en

relacio als proteics.

L’analisi del percentatge de lipids en diferents teixits revela que en els grups
alimentats amb proteina vegetal el percentatge de lipids de la carcassa era superior que

en els animals alimentats amb FM. En canvi, el percentatge de lipids en el paquet
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visceral 1 greix perivisceral era més baix en les truites alimentades amb PP75 1 PP100
que en les alimentades amb FM i1 PP50. Aquesta reducci6 del contingut de lipid esta en
consonancia amb la sobreexpresié del ARNm del receptor de la hormona de creixement
(GHR) en el teixit perivisceral de les truites PP75 1 PP100 trobada per Gémez-Requeni 1
col. (2005) 1 esta relacionat amb I’activitat lipolitica de I’hormona del creixement (GH).
D’acord amb aquests autors, el present treball indica que quan el percentatge de proteina
vegetal incrementa per sobre del 50% la lipolisi del greix perivisceral estaria
incrementada afavorint la mobilitzacié dels substrats energetics. En el grup PP50, el
percentatge de lipids en fetge, 24 hores després de la ingesta, era superior al percentatge
mostrat pel grup FM. Aquest increment va coincidir amb un increment de activitat
lipogenica a partir d’AA en aquest grup de 11 a 24 hores postprandials, tal i com indica
I’increment significatiu de "°C en lipids. Per tant, la dieta PP50 estaria aportant I’energia
necessaria pel bon creixement dels animals, fins 1 tot permetent que part de la proteina

dieta fos canalitzada cap a la sintesi de lipids.

En conclusié, en comparaciéo amb FM, la dieta PP50 no va modificar ni el
creixement, ni la ingesta ni la utilitzaci6 de la proteina de la dieta. Un imbalang d’AA,
causat per un diferent ritme d’absorci6 de la Lys, per una alteracid en el patr6é d’arribada
dels AA als teixits, per una major oxidacié dels AA amb finalitat energetica (PP75), per
la canalitzacio dels AA cap a gluconeogenesi (PP100), o per tots aquests factors en
conjunt, pot ser la causa de 1'is poc eficient de la proteina de les dietes PP75 1 PP100.
En el grup PP75 no es van desencadenar els mecanismes descrits en el grup PP100
(increment de la gluconeogenesi i de la taxa de recanvi proteic), encara que van créixer
menys que els FM. Per tant, un 75 % de substitucié de farina de peix per proteina
vegetal representa un punt d’inflexié en la utilitzacio de la proteina de la dieta. Un

major percentatge d’hidrats de carboni en la dieta PP75 podria millorar el creixement.
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BLOC EXPERIMENTAL Il

Substitucio de la farina de peix per fonts de proteina vegetal

en l'orada. Us de la proteina de la dieta

Quatre grups d’orades van ser alimentades durant dotze setmanes amb dietes
amb diferent percentatge de substitucié de farina de peix (FM) per fonts de proteina
vegetal (PP) (Taula 2.8). Les dietes PP50, PP75 i PP100 contenien quantitats creixents
(50%, 75% 1 100% respectivament) de fonts vegetals i es van suplementar amb AA
cristal-lins per reflectir la composicid6 aminoacidica del muscul (Taula 2.10). En les
quatre dietes la relacio AAE/AANE era propera a 1.1, fruit de les conclusions extretes a
partir del bloc experimental 1. Totes les dietes eren isoenergetiques i isoproteiques
(Taula 2.9) 1 cobrien els requeriments nutricionals establerts per 1’orada pel National

Research Council (1993).

Aquest treball mostra I’efecte de la substitucid de la farina de peix sobre 1’us de
la proteina de la dieta i la composicid corporal i glucémia de les orades adaptades a les
quatre dietes. Mitjancant els isotops estables es mesura la incorporacid de la proteina de
la dieta als teixits i els seus components principals (proteina, lipid 1 glicogen), aixi com
als AA lliures de plasma i muscul blanc. Tanmateix es determinen els nivells d’aquests

AA.
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Resultats

1. Creixement i composicio corporal

Les orades van menjar menys 1 van créixer menys de forma progressiva a
mesura que incrementava el contingut de proteina vegetal en la dieta (Taula 5.1). En
canvi, I’index musculosomatic (Taula 5.2) no va diferir significativament entre grups,

tot i que el del grup PP100 tendia a ser inferior al dels altres grups.

A la Taula 5.2 es mostra la composicio corporal de les orades després de quatre
mesos d’adaptaci6 a les dietes. A mesura que incrementava el percentatge de proteina
vegetal en la dieta es produia una acumulacid de lipids en el fetge, presentant el grup
PP100 el doble de lipid (P<0.05) que el grup FM. En canvi, el percentatge de lipids en
el paquet visceral dels animals PP100 era significativament inferior que el dels animals

FM.

El contingut de glicogen hepatic, 24 hores després de la ingesta, no va diferir
entre grups (11%) encara que a 11 hores el grup PP50 presentava un major contingut
(P<0.05) que el grup PP100. En el muscul, el contingut de glicogen del grup PP100 era

inferior al present en FM 1 PP50, de forma significativa 24 hores després de la ingesta.

Taula 5.1: Taxes de creixement i ingesta d’orades alimentades amb diferent
percentatge de fonts de proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
Pes inicial (g) 16.4 0.07 16.7 0.11 16.5 0.19 16.4 0.24
Pes final (g) 73.8 0.86a 69.7 0.52b 66.5 0.50¢ 58.2 0.71d
Taxa de creixement specific (%) 1.85 0.01a 1.76 0.01b 1.72 0.01b 1.56 0.02¢
Ingesta (g MS/kg PCP/dia) 17.5 02a 15.1 02b 142 o.1c 139 0.2¢

Valors proporcionats per 1’Institut d’ Aqiiicultura de Torre de la Sal (IATS). Els valors corresponen a la
mitjana i error estandard de la mitjana. Lletres diferents indiques diferéncies significatives entre dietes
(prova Student Newman-Keuls; P<0.05)

Taxa de creixement especific = [100*[Ln(pes corporal final)-Ln(pes corporal inicial)]/dies

MS: matéria seca. PCP: pes corporal promig
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Taula 5.2: Composicié corporal d’orades alimentades amb diferent percentatge de
fonts de proteina vegetal

M PP50 PP75 PP100
Fetge (11 h)
Hs! 1.02 0.07 1.03 0.06 1.12 0.03 1.20 0.05
Lipid 5.82 026a 7.57 0.88ab 10.70 0.59b 1198 1.54b
Glicogen 8.27 0.31ab 9.78 0.27a 8.77 0.47ab 7.63 036D
Proteina 12.03 0.44 12.24 0.33 12.62 0.77 12.22 0.67
Fetge (24 h)
HS! 1.20 0.06 1.09 0.04 1.07 0.04 1.19 0.04
Lipid 5.37 036a 7.73 047Db 10.37 0.87b 12.29 141c¢
Glicogen 11.28 0.46 10.73 033 10.53 0.78 10.93 0.57
Proteina 13.23 0.65 11.35 0.65 11.03 0.30 11.67 0.81

Miscul (11 h)

Lipid 2.54 0.17 2.98 0.23 2.70 0.17 2.75 0.26

Glicogen 0.52 0.06 0.41 0.06 0.45 0.05 0.34 0.03

Proteina 19.96 0.29 19.74 032 20.14 0.39 18.85 0.58
Muscul (24 h)

MS® 44.62 230 44.14 1.46 43.60 1.26 40.85 0.7

Lipid 1.99 030 2.24 020 2.17 0.17 2.29 0.09

Glicogen 0.46 0.08 ab 0.52 0.09a 0.40 0.02bc 0.35 0.07¢

Proteina 19.73 0.36 19.31 0.27 19.64 031 19.57 0.53

Paquet visceral + greix peri-visceral (24 h)

s’ 4.92 029 473 021 4.77 0.12 4.26 0.26

Lipid 4190 192a 33.40 1.54ab 41.00 2.28a 28.8 1.12b

Proteina 5.55 1.28 5.64 047 4.85 0.75 5.59 0.72
Carcassa (24 h)

Lipid 10.34 031 10.96 0.39 10.51 0.40 11.69 0.47

Proteina 16.62 0.21 16.44 0.39 16.56 0.39 17.46 0.41

Es presenten els resultats dels animals mostrejats 11 i 24 hores després de la ingesta.

'THS = g fetge - 100 g”' pes corporal

*IMS = g muscul - 100 g”' pes corporal

’IVS= g visceres - 100 g pes corporal

Els valors s’expressen en percentatge de materia fresca i corresponen a la mitjana i error estandard de la
mitjana de n=7 (6 experimentals + 1 control). Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre
grups (P<0.05).
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2. Glucémia
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3. Desti de la proteina de la dieta en teixits i components principals

3.1. Fetge

La recuperacio total de ">C en fetge 24 hores després de la ingesta va ser menor
(P<0.05) en els grups PP75 1 PP100 en relaci6 a FM (Figura 5.2 A). La mateixa
tendéncia s’observa amb el "°N (Figura 5.2 B), encara que el grup PP100 no diferia
significativament de FM 1 PP50, i era el grup PP75 el que mostrava una menor
recuperacié de marcador. A 11 hores postingesta ni la recuperacié de °C ni la de N
diferien entre grups, no trobant-se cap perfil relacionat amb el percentatge de proteina

vegetal en la dieta.

La sintesi de glicogen a partir de proteina, gluconeogenesi i1 posterior
gliconeogenesi, observada 24 hores després de la ingesta, era menor en els grups PP75 i
PP100 que en FM i PP50, encara que no de forma significativa. Independentment de la
dieta consumida, la capacitat gliconeogenica d’aquesta especie era molt elevada, com
indica el fet que a 11 hores postingesta entre el 40% 1 el 50% del total del marcatge en

fetge es trobés en glicogen, incrementant aquests valors al 60-70% a les 24 hores.

Anteriorment s’ha destacat 1’acumulacié de lipids en fetge a mesura que
incrementava el percentatge de reemplagament de la farina de peix. Aquesta acumulacid
de lipids no provenia, pero, de la sintesi a partir de proteina, donat que la recuperacié de
13C en aquesta fracci6 no va diferir entre grups, situant-se en tots els casos entre un 6 i

un 10% del total del marcatge del fetge.
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Figura 5.2: Recuperacié de (A) C en proteina, lipid, glicogen i fracci6 soluble de fetge i (B) '°N en
proteina i fraccio soluble de fetge, 11 i 24 hores després de la ingesta, en orades alimentades amb
diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors corresponen a la mitjana + error estandard
de la mitjana de n=6. Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre grups (P<0.05). (+) indica
diferencia significativa entre 11 i 24 hores per un mateix grup (P<0.05). Lletra o simbol a I’interior d’una
barra indica diferéncia significativa en un compartiment especific. Lletra a la part superior de la barra
indica diferéncia significativa en la recuperacio total del marcador.

3.2. Muscul Blanc

La recuperacié total de °C en el muscul, a 24 hores postingesta (Figura 5.3 A),
va ser significativament menor en els grups PP75 i PP100 que en FM i PP50. En relacio
al "N (Figura 5.3 B), i coincidint amb els resultats observats en fetge, la recuperacio
total de marcatge en el grup PP100 era inferior a la de FM 1 PP50 pero no de forma
significativa, 1 era en el grup PP75 on es recuperava menys marcatge (P<0.05). La
recuperacié de °C en lipids va ser menor (P<0.05) en els grups PP75 i PP100 en relacio
a FM 1 PP50, representant aquesta fraccid com a promig un 2% del marcatge recuperat
en muscul. La sintesi de glicogen a partir de proteina en muscul representava en promig

un 0.6% del marcatge recuperat i no va diferir entre grups.
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Figura 5.3 : Recuperacié de (A) “C en proteina, lipid, glicogen i fracci6 soluble de muscul blanc i
(B) N en proteina i fraccié soluble de muiscul blanc, 11 i 24 hores després de la ingesta, en orades
alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors corresponen a la
mitjana + error estandard de la mitjana de n=6. Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre
grups (P<0.05). Lletra a l’interior o a la dreta d’una barra indica diferéncia significativa en un
compartiment especific. Lletra a la part superior de la barra indica diferéncia significativa en la
recuperacio total del marcador.

3.3. Paquet visceral + greix perivisceral

La incorporacié total d’ambddés marcadors a nivell visceral no va diferir
significativament per efecte de la font proteica, tot 1 que s’observa una tendéncia a una

menor recuperacio total en els grups PP75 1 PP100 (Figura 5.4).

Entre un 51 i un 67% del marcatge de "*C recuperat en PV+G es trobava en
forma de lipids. La sintesi de lipids a partir de proteina va ser major (P<0.05) en el grup

PP100 respecte a PP75.

3.4. Carcassa

Donat que una gran part de la carcassa esta constituida per muscul blanc, el
perfil mostrat pels dos isotops en aquest compartiment és molt similar al mostrat pel

muscul.
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Figura 5.4: Recuperacié de (A) *C en proteina, lipid i fraccié soluble del paquet visceral + greix
perivisceral i (B) "N en proteina i fraccié soluble del paquet visceral + greix perivisceral, 24 hores
després de la ingesta, en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal.
Els valors corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=6. Lletres diferents indiquen
diferéncies significatives entre grups (P<0.05).
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Figura 5.5: Recuperaci6 de (A) *C en proteina, lipid i fraccié soluble i (B) de N en proteina i
fraccio soluble de la carcassa, 24 hores després de la ingesta, en orades alimentades amb diferent
percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors corresponen a la mitjana =+ error estandard de la
mitjana de n=6. Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre grups (P<0.05).
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3.5. Recuperacio total de B i N en teixits

Com s’ha anat mostrant individualment en cadascun dels teixits i com a resultat
d’una sola ingesta (24 hores), la recuperaci6 total en el cos de *C-proteic va ser menor
en els grups PP75 i PP100 en relacié a FM i PP50 (Figura 5.6). Tanmateix, com ja
s’havia descrit, la recuperacio6 total de "°N va ser menor en el grup PP75 en relaci6 als

altres grups.
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Figura 5.6: Recuperacié de (A) PC en teixits i (B) °N en teixits, 24 hores després de la ingesta, en
orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors corresponen a la
mitjana + error estandard de la mitjana de n=6. Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre
grups (P<0.05).

4. Concentracio i marcatge de BC dels AA lliures del plasma

Els nivells d’AA lliures essencials 1 totals, 11 hores després de la ingesta (Taula
5.3), eren inferiors (P<0.05) en les orades alimentades amb les dietes vegetals que en les
orades alimentades amb FM, de forma més acusada en els grups PP75 i PP100 que en
PP50. EI nivell d’AANE no va diferir significativament entre grups, encara que la
concentracio d’Ala, Gly 1 Ser era inferior en els animals alimentats amb PP75 respecte a

FM.
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Taula 5.3: Concentracio (umols/L plasma) dels AA lliures de plasma, 11 hores
després de la ingesta, en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de
proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
HISTIDINA 33.7 82 222 49 26.2 20.0 346 9.1
ISOLEUCINA 2180 98 a 1354 112 b 879 189 b 88.7 134 b
LEUCINA 305.6 227 ab 331.0 315 a 2513 410 ab 1914 199 b
LISINA 2814 446 a 1067 216 ab 688 277 b 86.4 145 ab
METIONINA 1653 191 a 1143 102 a 525 65 b 321 40D
FENILALANINA  187.6 1638 209.9 326 113.5 204 119.1 272
TIROSINA 79.0 114 97.7 211 533 86 92.5 202
TREONINA 3040 229 a 188.5 77 b 101.3 156 b 1364 205 b
VALINA 4274 91 a 2844 91 b 2779 186 bc 2122 187 ¢
Alanina 1033.2 1151 a  728.1 579 ab 518.7 752 b 5780 924 b
Acid Aspartic 17.4 40 19.1 20 108 43 17.7 48
Acid Glutamic 96.4 12.1 122.9 414 56.3 17.1 939 212
Glicina 736.1 588 a 6099 730 ab 408.0 303 b 621.0 68.7 ab
Prolina 103.4 158 1044 97 106.5 25.7 1584 33
Serina 1155 6.1 a 92.8 105 a 47.0 85 b 88.5 125 a
AA totals 4104.1 129.0 a 3167.5 1238 b 2465.0 188 b 2550.0 2609 b
AAE 2002.1 853 a 14902 499 b 1184.0 627 bc 988.1 777 ¢
AANE 2102.0 1427 1677.4 1678 1281.0 81.5 1562.0 196.5
AAE/AANE 1.0 0.1 0.9 0.1 0.9 o0.1 0.6 0.1

Els valors corresponen a la mitjana i error estandard de la mitjana de n=4 (3 experimentals + 1 control).
Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre grups (P<0.05).

Després d’un periode postprandial de 24 hores (Taula 5.4), no es van observar
diferencies significatives entre grups a nivell d’AA individuals. Ara bé, la suma de tots
els AA indica que el nivell total d’AA lliures, essencials 1 no essencials, era més elevat
en els grups alimentats amb proteina vegetal. Lamentablement només es disposava
d’una mostra del grup PP100, pero la tendéncia sembla ser la mateixa que en el grup

PP75.

L’enriquiment dels AA expressat com a percentatge d’atoms de "*C respecte al
total de C (APE) permet estudiar I’is dels AA que procedeixen d’una sola ingesta. Onze
hores després de la ingesta (Figura 5.7), el marcatge dels AAE, era molt similar entre

FM 1 PP50 1 disminuia en els grups PP75 1 PP100, indicant que la disponibilitat dels AA
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Taula 5.4: Concentracié (umols/L plasma) dels AA lliures de plasma, 24 hores
després de la ingesta, en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de

proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
HISTIDINA 9.5 n.d 11.0 n.d
ISOLEUCINA 63.0 16.6 80.0 175 91.8 144 169.0
LEUCINA 96.3 244 133.0 345 180.5 237 267.5
LISINA 729 135 74.1 266 80.2 141 41.0
METIONINA 274 28 21.7 8.1 47.0 9.8 46.0
FENILALANINA 41.5 6.1 60.3 243 79.8 143 138.0
TIROSINA 15.7 3.0 315 123 48.6 8.4 87.5
TREONINA 93.6 236 120.0 30.5 173.8 415 184.0
VALINA 141.0 27.0 186.3 224 2145 263 321.6
Alanina 457.6 1259 673.8 150.3 579.2 1213 486.0
Acid Aspartic 151 05 195 1.0 218 40 34.5
Acid Glutamic 86.7 149 87.4 312 67.4 8.9 177.0
Glicina 445.5 604 760.6 148.6 864.4 120.8 677.5
Prolina 45.8 135 66.1 97 82.9 5.6 210.0
Serina 47.1 105 72.5 189 82.6 173 113.5
AA totals 1652.5 1975 a  3055.8 4290 b 31234 1804 b 2953.1
AAE 554.6 529 a 923.5 156.0 ab 1060.6 101.1 b 1254.6
AANE 10979 1495 a 21322 3087 b 2062.8 983 b 1698.5
AAE/AANE 0.5 0.04 0.4 0.05 0.5 0.04 0.7

Els valors corresponen a la mitjana 1 error estandard de la mitjana de n=4 (3 experimentals + 1 control)
excepte per His i pel grup PP100 on només es disposa d’un valor. El grup PP100 no ha estat considerat en
I’estadistica. Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre grups (P<0.05).

procedents de la dieta era menor quan la substitucid de la farina de peix incrementava

per sobre del 50%, pero de forma significativa en el grup PP100. Vint-i-quatre hores

després de la ingesta el marcatge dels AAE no diferia entre grups (Figura 5.8) i havia

disminuit respecte a les 11 hores.

En relaci6 als AANE, 11 hores després de la ingesta (Figura 5.9), el marcatge de

la major part d’ells era menor en els grups PP75 i PP100 en comparacié amb FM i

PP50, mentre a 24 hores el marcatge era similar entre els quatre grups (Figura 5.10)
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Figura 5.7: Marcatge (atoms *C/100 atoms C) dels AAE plasmatics, 11 hores després de la ingesta,
en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors corresponen
a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=3. Lletres diferents indiquen diferéncies significatives
entre grups (P<0.05).
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Figura 5.8: Enriquiment (atoms C/100 atoms C) dels AAE plasmatics, 24 hores després de la
ingesta, en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors
corresponen a la mitjana + error estaindard de la mitjana de n=3 excepte pel grup PP100 on només es
disposa d’un valor. Aquest grup no s’ha considerat per realitzar 1’estadistica. Lletres diferents indiquen
diferéncies significatives entre grups (P<0.05).
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Figura 5.9: Marcatge (atoms “C/100 atoms C) dels AANE plasmatics, 11 hores després de la
ingesta, en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors
corresponen a la mitjana =+ error estandard de la mitjana de n=3. Lletres diferents indiquen diferéncies
significatives entre grups (P<0.05).

1.4
AANE plasma 24 h - M
1.2 [ PP50 |
B PP75
1 PP100
G 10+ .
a
+6 0.8 §
(-]
t 0.6 §
w
a
< 04+t -
a
0.2 B bb .
H . It
o'o [ [ I_E'il_l iﬂjl_l IUIH
PRO ALA ASP

6Ly 6LV SER

Figura 5.10: Marcatge (atoms “C/100 atoms C) dels AANE plasmatics, 24 hores després de la
ingesta, en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors
corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=3. Lletres diferents indiquen diferéncies
significatives entre grups (P<0.05).
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5. Concentracio i marcatge de B3C dels AA Uiures del miiscul blanc

Onze hores després de la ingesta el nivell d’AA Iliures en el muscul blanc (Taula
5.5) era major (P<0.05) en els animals alimentats amb proteina vegetal que en els
alimentats amb FM, principalment degut a un increment dels AANE i especialment de
la Gly, la qual representava un 88% del total dels AANE en el grup FM 1 un 95% en els
altres grups. La His era I’AAE mes abundant i representava en el grup FM un 44% del
total de la fraccié d’AA lliures essencials i1 en els grups PP75 i PP100 representava un
70% d’aquesta. Descomptant la His, la fraccié d’AAE era major en PP75 que en la resta

de grups.

Taula 5.5: Concentracié (umols/g muscul) dels AA lliures de muscul, 11 hores
després de la ingesta, en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de
proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
HISTIDINA 1.19 035 a 242 051 a 6.75 102 b 6.81 081 b
ISOLEUCINA 0.02  0.00 0.03 0.00 0.04 0.00 0.04 0.01
LEUCINA 0.04 0.00 0.08 0.00 0.11 o.01 0.11 o0.03
LISINA 0.54 0.08 0.40 0.02 0.45 0.03 0.28 0.09
METIONINA 0.06 0.01 0.06 0.01 0.07 o.01 0.06 0.02
FENILALANINA 0.03 0.01 0.05 o0.01 0.07 0.02 0.05 o0.01
TREONINA 0.38 0.03 a 0.81 0.08 a 1.82 030 b 1.14 0.17 ab
VALINA 045 0.06 0.53 o0.12 0.71 o.15 0.81 0.20
Alanina 0.30 o.01 a 0.75 019 b 1.52 033 ¢ 1.44 o.16 d
Acid Aspartic 0.04 o0.01 a 0.10 0.01 a 0.25 005 b 0.17 0.04 ab
Acid Glutamic 0.09 001 a 025 003 ab 041 002 b 042 008 b
Glicina 26.74 259 a 4554 263 b 6624 362 ¢ 5446 844 be
Prolina 0.12 0.02 a 0.50 013 a 1.57 0.03 b 1.21 038 ab
Serina 0.20 0.00 a 046 008 a 0.74 016 b 0.64 0.10 ab
AA totals 302 29 a 520 30 b 798 47 ¢ 65.9 73 bc
AAE 27 04 a 44 06 a 10.1 12 Db 93 09 b
AANE 275 26 a 476 25 Db 69.7 43D 576 90 b

Total - (His+Gly) 227 o015 a 4.04 002 b 6.76 0.60 b 4.83 0.77 ab

AAE (-His) 1.53 012 a 1.97 018 a 330 032 b 1.70 02 a
AANE (-Gly) 0.73 0.03 a 2.07 017 b 347 088 ab  3.15 055 ab
AAE/AANE 2.02 0.13 0.98 0.16 1.24 0.56 0.55 0.02

- (His+Gly)

Els valors s’expressen en percentatge de materia fresca i corresponen a la mitjana i error estandard de la
mitjana de n=4 (3 experimentals + 1 control). Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre
grups (P<0.05).
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En situacio basal, 24 hores després de la ingesta, la concentracio d’AA lliures de

muscul era major en els grups alimentats amb proteina vegetal que en el grup FM

(Taula 5.6). El nivell d’His i Gly incrementava a mesura que incrementava la

substitucid. Descomptant la Gly i His, en el grup PP100 el nivell d’AAE i AANE era

major (P<0.05) que en FM, pero la relaci6 EAA/NEAA era menor (P<0.05) respecte a

FM.

Taula 5.6: Concentracié (pumols/g muscul) dels AA lliures de muscul, 24 hores
després de la ingesta, en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de

proteina vegetal

FM PP50 PP75 PP100
HISTIDINA 482 047 a 829 069 b 8.68 0.86 ab 18.27 283 ab
ISOLEUCINA 0.03 0.02 0.04 0.02 0.12 0.06 0.04 0.01
LEUCINA 0.03 0.01 a 0.04 001 a 0.05 0.00 ab  0.07 001 b
LISINA 0.65 0.03 1.01 0.31 0.45 0.12 0.61 0.12
METIONINA 0.01 0.01 0.02 0.01 0.02 0.00 0.02 0.01
FENILALANINA 0.01 001 a 0.02 000 ab 0.02 0.00 ab 0.04 0.01 b
TREONINA 042 002 a 1.09 0.15 ab 1.39 0.15 b 2.14 029 b
VALINA 0.74 0.08 1.03 0.18 0.91 o0.15 1.12 0.12
Alanina 0.43 009 a 098 022 ab 0.83 0.09 a 1.54 011 b
Acid Aspartic 0.05 001 a 0.17 002 b 0.20 0.02 b 0.37 0.04 ¢
Acid Glutamic 0.32 005 a 0.50 0.06 ab 0.41 0.02 a 0.71 0.06 b
Glicina 11.79 267 a 27.85 277 b 3591 408 b 67.40 15.13 ab
Prolina 0.04 001 a 0.31 005 a 0.45 0.08 a 2.81 035 b
Serina 0.12 0.02 a 0.51 009 b 0.49 0.05 b 0.76 0.11 b
AA totals 19.29 276 a 41.84 345 b  49.61 477 b 95.05 18.56 ab
AAE 6.54 041 a 1152 102 b 11.64 071 b 22.03 336 ¢
AANE 12.76 264 a 3032 295 b 3797 406 b  73.00 1524 ab
Total - (His+Gly) 2.69 022 a 571 064 ab 502 0.18 b 9.39 074 ¢
AEE (-His) 1.72 0.09 a 323 035 ab 296 036 ab 3.76 064 b
AANE (-Gly) 097 0.15 a 247 032 b 2.06 020 ab 561 037 ¢
A e 186 021 a 133 009a 153 032 ab 068 013 b

Els valors s’expressen en percentatge de materia fresca i corresponen a la mitjana i error estandard de la
mitjana de n=4 (3 experimentals + 1 control). Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre

grups (P<0.05).
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Onze hores després de la ingesta, el marcatge dels AAE (expressat com a
atoms>C en ’AA/100 atoms C de I’AA o APE) era inferior en el grup PP100 en
comparacio amb els altres grups (Figura 5.11). En canvi, 24 hores després (Figura 5.12),
de la ingesta el marcatge dels AAE no diferia entre grups i era en tots els casos menor
que a 11 hores, com a conseqiiencia de la utilitzacié que fa el muascul dels AAE que

provenen de la dieta.

Respecte als AANE, 11 hores després de la ingesta (Figura 5.13), el marcatge de
Pro, Asp, Gly i Glu era inferior (P<0.05) en el grup PP100 en comparaci6é amb els altres
tres grups. En canvi, 24 hores després de la ingesta (Figura 5.14), el marcatge d’Ala 1

Ser era significativament superior en PP100 que en FM.

A fii efecte de quantificar la incorporacid neta del carboni proteic de la dieta en
els AA lliures del muscul es va calcular els pg de '°C presents en cada AA per cada g de
C ingerit, corregint aixi la dilucié que pugui haver patit el marcador com a efecte de la
diferent concentracié dels AA entre grups. Expressant els resultats d’aquesta manera,
s’observa que I’enriquiment dels AAE (Figura 5.15) del grup FM ¢és molt estable entre
11124 hores. En tots els grups, encara que de forma quantitativament més important en
els grups PP75 i PP100, el marcatge de Val i Leu disminuia entre 11 i 24 hores. En
canvi, el marcatge de la Lys 1 la Thr es preservava o incrementava de 11 a 24 hores. En
relacié als AANE (Figura 5.16), la incorporacio6 total de °C a 24 hores en Ala, Asp i
Pro era superior (P<0.05) en el grup PP100 que en FM, indicant la transferencia de

I’esquelet de carboni d’altres AA cap a aquests.
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Figura 5.11: Marcatge (atoms *C/100 atoms C) dels AAE de miiscul blanc, 11 hores després de la
ingesta, en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors
corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=3. Lletres diferents indiquen diferéncies
significatives entre grups (P<0.05).
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Figura 5.12: Marcatge (atoms C/100 atoms C) dels AAE de muscul blanc, 24 hores després de la
ingesta, en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors
corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=3. Lletres diferents indiquen diferéncies
significatives entre grups (P<0.05). El marcatge de Tyr era no detectable.
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Figura 5.13: Marcatge (atoms *C/100 atoms C) dels AANE de miiscul blanc, 11 hores després de la
ingesta, en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors
corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=3. Lletres diferents indiquen diferéncies
significatives entre grups ( P<0.05).
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Figura 5.14: Marcatge (atoms C/100 atoms C) dels AANE de muscul blanc, 24 hores després de la
ingesta, en orades alimentades amb diferent percentatge de fonts de proteina vegetal. Els valors
corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=3. Lletres diferents indiquen diferéncies
significatives entre grups (P<0.05).
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6. Concentracio i marcatge de BCi®N de les proteines plasmatiques

La concentracié de proteines plasmatiques (Figura 5.17 A) va ser lleugerament
menor, encara que sense mostrar un efecte significatiu, en els animals alimentat amb
PP75 1 PP100 en relaci6 a FM i1 PP50. Si que s’observen canvis significatius entre
aquests grups en el marcatge d’aquestes proteines (Figures 5.17 B 1 5.17 C), essent el

marcatge menor en els grups PP75 1 PP100 en relacio a FM.

A
7 Figura 5.17: (A) Concentracié, i marcatge de
g (B) *Ci(C) °N de proteines plasmatiques en
% 6 ] orades alimentades amb diferent percentatge de
- l T proteina vegetal. Els valors corresponen a la
5 | mitjana + error estandard de la mitj de n=6
. j jana de n=6.
S 1 T aa Lletres diferents indiquen diferéncies significatives
D4 T T de entre grups (P<0.05).
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Discussio

En el present estudi el creixement i la ingesta van mostrar una relacié inversa
amb el percentatge de substituci6 de la farina de peix. En 1’orada, la substitucié d’un 10,
20 i 30% de la farina de peix per fonts de proteina vegetal no produien canvis en el
creixement (Robaina 1 col. 1995; Pereira 1 Oliva-Teles, 2002), mentre majors
percentatges (60, 80 1 100%) afectaven al creixement 1 provocaven una reduccio de la
ingesta (Kissil 1 col., 2000, Pereira i Oliva-Teles, 2003). Hi ha diversos factors que
poden influir sobre la ingesta. En el cas de 1’orada, en concret, s’ha vist que el consum
d’aliment es modifica en funci6 de la relacid proteina/energia de la dieta (Kentouri i
col., 1995), perdo donat que les dietes eren isoproteiques i isoenergetiques €s poc
probable que la disminucio6 de la ingesta estigui relacionada amb aquest parametre. Les
propietats organoleptiques i fisico-quimiques de 1’aliment també podrien ser les
causants de la reduccio de la ingesta. Aixi s’ha vist que en orades alimentades amb soja
i1 amb colza hi ha una disminucid de la ingesta relacionada amb la pitjor palatabilitat de
les dietes vegetals en comparaci6 amb les dietes basades en farina de peix (Kissil i col.,
2000). Un altre factor que pot alterar la ingesta és la preseéncia d’alguns factors
antinutricionals, com els glicosinolats de la colza (Higgs i col., 1995) o altres factors
intrinsecs de les proteines vegetals. La disminucid de la ingesta també pot haver estat
causada per una deficiéncia en algun AAE, com s’ha vist en la truita quan la dieta és
deficient en arginina (Walton i col., 1986; Kim i col., 1992a), metionina (Kim i col.,
1992b) o leucina (Choo i col., 1991) i en la carpa quan la dieta és deficient en lisina (De
la Higuera i col., 1997). En els grups PP75 i PP100 la reduccié de la ingesta va influir
fortament no només en el pes final assolit pels animals, sind també en la utilitzacid de la
proteina de la dieta, com es discutira a continuacid. En el cas de les orades alimentades
amb un 50% de fonts vegetals, malgrat la menor ingesta i els canvis observats en el
nivell d’AA lliures en plasma i muascul en comparacié amb FM, no es van observar
canvis destacables en la incorporacid dels marcadors en els teixits, components
principals i AA lliures. Per tant, la utilitzaci6 diaria de la proteina de la dieta no es veu
modificada per un 50% de substituci6 1 el menor creixement dels animals PP50,
respecte a FM, estaria més relacionat amb una menor ingesta que amb un diferent s de

la proteina de la dieta.
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En els grups PP75 1 PP100, la menor recuperacidé de marcatge en tots els teixits
¢s indicador d’una major oxidacié dels AA que provenen de la dieta. De fet, el menor
marcatge de les proteines plasmatiques en aquests grups demostra que el fetge ha oxidat
una major quantitat d’AA procedents de la dieta. Hi ha dues possibles explicacions per
aquest fenomen. D’una banda, el fet d’haver rebut una ingesta forcada corresponent a
una racié de 1’1% del pes corporal, quan aquests animals consumien en cada ingesta una
menor quantitat de menjar (0.7%). Una major quantitat d’AA en els teixits estimularia
I’activitat dels enzims catabolics del fetge, ja que la Km d’aquests esta molt per sobre de
la concentracio d’AA (Walton i Cowey, 1982). D’altra banda, el diferent nivell d’AA
lliures en plasma a 11 i 24 hores entre FM 1 aquests grups ¢€s indicador d’un diferent
ritme de captacio dels AA. Aquest diferent ritme de captacio pot estar relacionat amb el
suplement de les dietes amb AA cristal-lins. Com ja s’ha discutit en el cas de la truita
irisada, quan la dieta es suplementa amb AA cristal-lins, la més rapida absorcio
d’aquests comparat amb els AA proteics (Murai 1 col., 1987; Cowey 1 Walton, 1988) fa
incrementar la seva oxidacio, de manera que es crea una deficiéncia d’AA que persisteix
quan els AA proteics son absorbits, provocant també una major oxidacié d’aquests
ultims. En I’orada, en concret, el suplement amb metionina de dietes basades en soja
provoca la més rapida absorcié d’aquest AA, conduint a una situacid d’imbalang
postprandial (Sierra, 1995). En el grup PP100 la major oxidacié de la proteina de la
dieta també queda reflectida en el menor APE dels AA lliures de plasma i muscul i en el
menor marcatge del muscul. Per tant, els animals PP100 disposen diariament de menys
quantitat d’AA procedents de la dieta. Aquesta situacid €s comparable a la que
provoquen dietes amb una concentracié suboptima de proteina o amb un perfil d’AA
poc balancejat. En aquests casos s’observa un increment del reciclatge dels AA (Meyer-
Burgdorf i Rosenow, 1995b; Fauconneau, 1985; Langar i Guillaume, 1994; Perera,
1995), com també s’observa en el grup PP100. En aquest grup, la disminuci6 de la
relaci6 AAE/AANE en el muscul i I’increment de la concentraci6 1 el marcatge d’Ala,
Asp (AA relacionats amb la transaminacid) i Pro posen de manifest la transferéncia de
I’esquelet de carboni d’altres AA a aquests. En el grup PP75 aquest increment de
marcatge en els AANE no sembla ser quantitativament tan important com en el PP100.
L’increment de °C en els AANE en PP100, i en menor quantitat en PP75, també pot
procedir d’AA com la Val i Leu, els quals s’utilitzen amb finalitat energetica en el
muscul (Jirss 1 Bastrop, 1995). En d’altres espécie, com 1’anguila, la substitucio de la

farina de peix per fonts vegetals com la farina de gira-sol també provoca un increment
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del reciclatge proteic (De la Higuera i col. 1999). En el llobarro, dietes de baixa qualitat
provoquen igualment un increment del reciclatge proteic (Langar i col., 1993; Langar i
Guillaume, 1994). En el salm¢6 atlantic també s’ha descrit una disminucié de la relaci6
AAE/AANE en muscul com a conseqiiéncia de dietes de baixa qualitat (Sunde i col.,
2004) 1 un increment de 1’Ala, Asp 1 Pro quan son alimentats amb farina de blat (Mente
i col., 2003). D’altra banda, I’increment de la His 1 la Gly en la fraccio d’AA lliures a
mesura que incrementa el percentatge de substitucid suggereix un desajust en les
proporcions dels AA per a la sintesi proteica. En la truita (bloc experimental II) també
s’havia observat aquest fenomen, aixi com en el cas del salm6 atlantic alimentat amb

dietes basades amb farina de blat (Mente i col., 2003).

A nivell de composicid dels teixits es va observar que en les orades alimentades
amb percentatges creixents de fonts de proteina vegetal el contingut de lipids hepatics
incrementava, sense que s’alteressin els altres components hepatics. Ara bé, aquests
lipids no provenien de sintesi de novo a partir de proteina, ja que el marcatge de >C dels
lipids no va mostrar canvis entre grups, per tant, malgrat les dietes eren isolipidiques els
lipids acumulats provindrien de la propia dieta. L’acumulacié excessiva de lipids en el
fetge s’ha associat, fins al moment, a problemes de malnutricié (Spisni 1 col., 1988), a
dietes excessivament lipidiques (Caballero i col., 1999), o a I’efecte de I’estres térmic
(Ibarz i col., 2005, 2006). L’efecte de la font proteica sobre el metabolisme dels lipids
€s encara poc conegut, pero s’ha vist que dietes riques en proteina vegetal provoquen la
disminuci6 dels enzims lipogenics en el llobarro (Dias 1 col., 2005), tenen un efecte
hipocolesterolémic en 1’orada (Gémez-Requeni i col., 2004) 1 que els adipocits d’orades
alimentades amb la dieta PP100 presenten una major lipolisi basal que els d’orades

alimentats amb la dieta FM (Albalat i col., 2005).

En conclusid, en I’orada és possible substituir un 50% de la farina de peix per
fonts de proteina vegetal sense modificar 1’0s diari de la proteina de la dieta. Un 75% de
substitucié provoca una major oxidaci6 de la proteina de la dieta, mentre la substitucid
total provoca, a més a més, un increment de la fracci6 d’AA lliures del muscul i1 una
disminucié de la relaci6 AAE/AANE, una menor disponibilitat dels AA de la dieta i un
increment dels AANE que és indicador d’un increment del reciclatge proteic. Tots

aquest factors indiquen que la substitucid total de la farina de peix per fonts de proteina
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vegetal provoca un imbalang postprandial d’AA que pot ser, en part, una de les causes
del menor creixement dels animals. Millorar la palatabilitat de la dieta contribuiria a
incrementar la ingesta i segurament a millorar el creixement. D’altra banda, el
suplement de la dieta amb AAE en forma de petits peptids o recoberts milloraria
I’arribada simultania dels AA als llocs de sintesi proteica i1 per tant milloraria el
creixement. Tanmateix, elevats percentatges de fonts de proteina vegetal indueixen

I’acumulacio de lipids en el fetge.
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BLOC EXPERIMENTAL IV

Influencia dels ingredients vegetals en I’'us dels hidrats de

carboni en la truita irisada i I'orada

Truites i orades van ser adaptades durant quatre mesos a dues dietes amb
diferent font de proteina, fet que comportava que 1’origen dels hidrats de carboni també
fos diferent (Taula 2.4). La dieta FM, per a cada especie, contenia farina de peix i blat
extrusionat. La font proteica de la dieta PP100 era barreja d’ingredients vegetals i com a
principal font de mid6 contenia pesol extrusionat.

En aquest capitol ens centrem en estudiar la captacio 1 us dels hidrats de carboni
procedents de diferent origen. El desti del *C-mid6 incorporat a la dieta, en els teixits i
els seus components principals 11 hores després de la ingesta, ens indicara la capacitat

d’assimilacio i transformacid dels hidrats de carboni.
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Resultats

L Desti del marcador P C-midé en teixits i components principals en la truita

irisada

A la Figura 6.1 es mostra la incorporacié de *C-mid6 en els diferents teixits
estudiats i els seus components principals. La recuperaci6 del marcador en fetge, muscul
1 carcassa en les truites FM va ser 6-7 vegades major que en les PP100; en canvi, la
incorporacié de °C en PV+G era 6 vegades major en els animals alimentats amb la
dieta vegetal que en els alimentats amb farina de peix. La incorporacié de marcador en
glicogen hepatic en el grup FM representava un 40% del total del marcatge en fetge
(0.65g °C/100g °C ingerit), mentre en PP100 representava el 18% (0.04g *C/100g *C
ingerit). En el muscul, la distribucié del marcador va diferir entre grups, trobant-se en el
grup PP100 practicament tot el marcador en fracci6 soluble (93%). En el grup FM, un

17% de tot el marcatge del muscul es va trobar en proteina i un 5% en glicogen.

La recuperaci6 total del *C-mido en tot el peix (Figura 6.2) va ser quasi el doble
en els animals alimentats amb farina de peix (38.4%) que en els alimentats amb la dieta
vegetal (18.3%). El patr6 de distribucidé del marcador en teixits també va ser diferent
entre grups. En les truites adaptades a FM el marcatge es va trobar majoritariament en
muscul (36% de tot el marcatge) i resta de peix (51% de tot el marcatge), mentre que en
les adaptades a la dieta vegetal practicament tot el marcatge es va recuperar en el paquet

visceral (71% de tot el marcatge).

En els dos grups experimentals el principal desti del *C-midé va ser la fraccio

soluble dels teixits (80% de tot el marcatge, Figura 6.3).

La glucosa plasmatica d’aquests animals no va diferir significativament entre

grups (FM: 4.54 + 0.44, PP100: 4.26 + 0.47 mM).
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Figura 6.1: Recuperacié de *C-midé en proteina, lipid, glicogen i fraccié soluble dels teixits, 11
hores després de la ingesta, de truites irisades alimentades amb farina de peix (FM) o amb fonts de
proteina vegetal (PP100). Els valors corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=4. (*)
a la part superior de la barra indica que la recuperacid total del marcador en el teixit diferia
significativament (p<0.05) entre grups; (*) a la dreta d’una barra indica diferéncies significatives entre
grups per aquell component especific, (P<0.05).
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Figura 6.3: Distribucié de *C-midé en proteina, lipid, glicogen i fraccié soluble en truites irisades
alimentades amb farina de peix (FM) o amb fonts de proteina vegetal (PP100). Els valor corresponen
a la mitjana de n=4.

2. Desti del marcador > C-mid6 en teixits i components principals en ’orada

En aquesta espécie la incorporacié de *C-mido6 en tots els teixits estudiats va
ser major en els animals alimentats amb farina de peix (Figura 6.4) que amb proteina
vegetal, essent per tant, també major la recuperacié total de >C en tot el peix (Figura
6.5). El nivell de glucosa plasmatica també va ser major en el grup FM que en PP100
(4.36 £0.22 en FM 1 3.49 + 0.19 en PP100, P<0.05). En els dos grups, el principal desti
del >C-mido en el fetge va ser en glicogen (77% en els dos casos), representant el
marcatge d’aquest organ més de la meitat del total de marcatge recuperat en el cos. La
incorporaci6 total de marcador en muscul (Figura 6.4) va ser el doble en el grup FM que
el PP100, encara que el patr6 de distribucié del marcador era molt similar entre els dos
grups (30-40 % del total de marcatge en proteina i 60-54 % en fracci6 soluble, en FM i

PP100 respectivament). També en la carcassa (Figura 6.4) el patrd de distribucio del
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marcador va ser molt similar entre grups (24-30 % del total del marcatge en proteina i

62-64% en fraccid soluble, en FM i PP100 respectivament).

De forma global i per als dos grups, els principals destins del *C-midé (Figura
6.6) van ser la fraccio soluble dels teixits (41-47% en FM 1 PP100 respectivament) 1 el
glicogen (39-32% en FM 1 PP100 respectivament), majoritariament hepatic.
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Figura 6.4: Recuperacié de *C-midé en proteina, lipid, glicogen i fraccié soluble en teixits, 11 hores
després de la ingesta, d’orades alimentades amb farina de peix (FM) o amb fonts de proteina
vegetal (PP100). Els valors corresponen a la mitjana + error estandard de la mitjana de n=5. (*) a la part
superior de la barra indica que la recuperacié total del marcador en el teixit diferia significativament

(P<0.05) entre grups; (*) a la dreta d’una barra indica diferéncies significatives entre grups per aquell
component especific, (P<0.05).
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Figura 6.5: Recuperaci6 total de ?C-midé en teixits d’orades alimentades amb farina de peix (FM)
o amb fonts de proteina vegetal (PP100), 11 hores després de la ingesta. La recuperacio total es
calcular com la suma de les recuperacions totals en teixits (la resta de peix s’ha calculat per diferéncia
entre el marcatge total en carcassa menys el marcatge total en muscul blanc). Els valors corresponen a la

mitjana * error estandard de la mitjana per n=>5. (*) a la dreta d’una barra indica diferéncies significatives
entre grups, (P<0.05).
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Figura 6.6: Distribucié de C-midé en proteina, lipid, glicogen i fraccié soluble en orades

alimentades amb farina de peix (FM) o amb fonts de proteina vegetal (PP100). Els valor corresponen
a la mitjana de n=5.
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Discussio

En les dietes FM de truita 1 orada el mido6 procedia de blat extrusionat, mentre en
les PP100, procedia principalment de pesols extrusionats. L’elevada recuperacio de
marcador en el paquet visceral de les truites PP100 (70% de tot el marcatge recuperat)
¢s indicador de la menor digestibilitat del midd en aquesta dieta (coeficient de
digestibilitat aparent del mido, ADC: 56.2% en PP100 respecte a 99.2% en FM). De fet,
si corregim la recuperacid total de marcador en teixits per la digestibilitat dels
carbohidrats no s’observen diferéncies entre grups (38 g °C/100 g °C ingerit en FM i
33 g °C/100 g °C ingerit en PP100). Una de les principals limitacions de 1’us dels
hidrats de carboni en els peixos és la seva baixa digestibilitat (Wilson, 1994), que
generalment limita la seva disponibilitat. La digestibilitat del mid6 varia en funcié de
I’activitat amilasa de cada especie (Krogdahl i col. 2005), del percentatge de mido
(Singh 1 Nose, 1967; Hemre i col., 1989; Wilson, 1994; Pfeffer, 1995), de la
temperatura (Médale 1 col., 1991; Capilla 1 col.,, 2003), 1 també, en funcié de la
naturalesa del gra (revisat per Boujard, 1999). Els grans de midoé del pesol (dieta PP100)
tenen un tamany més gran que els del blat (dieta FM), fet que dificulta la seva
digestibilitat. La digestibilitat dels hidrats de carboni complexes, i per tant, 1’aport
d’energia digerible, millora substancialment quan sén sotmesos a tractaments
hidrotérmics (gelatinitzacid, coccid-extrusio) (Bergot i Bréque, 1983; Takeuchi i col.,
1990). Truites cultivades a 18°C, alimentades amb farina de peix i amb un 20% de
pesols extrusionats o amb un 20% de blat extrusionat no van presentar diferéncies de
digestibilitat del mid6 (ADC midd pésols extrusionats: 84.8% ADC mid6 blat
extrusionat: 82.2%; Capilla i col., 2003). En canvi, en el present treball, sembla que el
procés d’extrusio dels pesols de la dieta PP100 de truita no va ser suficient per millorar
la digestibilitat del mido, fent que 1’aport de carbohidrats digeribles de la dieta PP100
fos d’un 5.9%. Aquest valor és baix si el comparem amb el valor generalment
recomanat per salmonids (>20%, revisat per Wilson, 1994). Encara que en I’habitat
natural dels salmonids la dieta no aporta més d’un 5% de carbohidrats, un menor aport
de sucres contribuiria a agreujar el déficit energétic mostrat per les truites PP100 (bloc

experimental II). D’altra banda, la glucémia dels animals PP100 no diferia de la del
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grup FM, aix0 suggereix que amb un menor aport de carbohidrats la glucosa plasmatica
ha de ser mantinguda a expenses dels AA. De fet, en la truita s’ha demostrat que la falta
de carbohidrats de la dieta provoca una major degradacid de proteina que s’utilitza o bé
per sintetitzar glucosa o bé amb finalitat energética (Peragdn i col., 1999). Incrementar
el percentatge de carbohidrats o millorar la seva digestibilitat, preservaria als AA de la
oxidaci6 1 la gluconeogenesi i afavoriria ’estalvi proteic (Kaushik i Oliva-Teles, 1985;

Kim i Kaushik, 1992; Brauge i col., 1995; Regost i col., 1999).

En el cas de I’orada, no disposem del coeficient de digestibilitat aparent del
mido, pero el fet que no s’observi una acumulacio del marcador en el paquet visceral del
grup PP100, com s’observava amb les truites, suggereix que no hi hauria problemes de
digestibilitat dels carbohidrats. La menor recuperacié de marcador en tots els teixits
podria estar relacionada amb la major oxidacio de la dieta PP100, com s’ha descrit en el
bloc experimental III. De fet, la menor glucémia i el menor contingut de glicogen dels
teixits (valors al bloc experimental III) en aquest grup ¢s indicador d’una menor
disponibilitat de carbohidrats provocat per la major oxidacié de la dieta. També és
possible que el contingut de fibra de les fonts vegetals hagi accelerat el transit intestinal,
fent disminuir el temps disponible per la digestio 1 absorcid dels nutrients (Krogdahl 1
col., 2005), en aquest cas dels hidrats de carboni, i1 afectant per tant, també, a 1’absorcid

del marcador.

El present treball permet comparar de manera directa la utilitzacié metabolica
dels carbohidrats entre la truita i ’orada (ambdues alimentades amb dietes FM), aixi
com mesurar quines son les vies més actives per a cada especie. En les truites FM, el
80% del marcador es trobava formant part de la fraccid6 soluble (compostos
intermediaris o glucosa), principalment del muscul i la carcassa, reflectint la baixa
capacitat de la truita d’emmagatzemar els carbohidrats exdgens en forma de glicogen.
Aquesta inhabilitat queda reflectida en una hiperglicemia prolongada quan s’administra
una carrega oral de glucosa o quan les dietes son riques en carbohidrats (Palmer i
Ryman, 1972; Bergot, 1979; Brauge i col., 1995). En canvi, en 1’orada, el 40% del Be-
mido es va trobar en glicogen, principalment hepatic, indicant que aquesta espécie €és

capag d’utilitzar els carbohidrats exogens, com també demostren els estudis de Peres i
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col. (1999) en administrar una carrega de glucosa, i I’'increment de 1’activitat dels
enzims glicolitics 1 de la via de les pentoses fosfat en resposta a una dieta rica en

carbohidrats (Meton i col., 1999).

La recuperacio total de °C en els teixits de la truita FM (38%) i I’orada FM
(43%) és comparable a I’obtinguda amb glucosa—MC en el peix gat (48%) (Saad, 1989),
el salmo atlantic (30-38%) (Hemre i Storebakken, 2000) i la truita (33%) (Mannerstrom
i col., 2001), malgrat la més rapida absorcid de la glucosa que la del mido6 i malgrat els
diferents temps de mostreig (11 hores en el nostre cas 1 24, 16 1 8 hores en els treballs
citats, respectivament). La sintesi de lipids a partir de carbohidrats en la truita (2.2%) i
I’orada (1.8%) també es troba en el rang descrit pel peix gat (2.5%, Saad, 1989) i el
salmé (1%, Hemre i Storebakken, 2000). Si comparem la recuperacié de marcatge en
forma de glicogen en la truita (3.7%), en el peix gat (13.4%, Saad, 1989) i en ’orada
(40%) es pot observar el gran impacte dels carbohidrats sobre el fetge de I’orada en

comparacié amb aquestes dues especies.

En resum, ’acumulacié del marcador *C-midé en el PV+G de les truites PP100
indica una menor digestibilitat dels carbohidrats d’aquesta dieta. Aquest fenomen no es
va observar en I’orada. A més, aquest esparid emmagatzema gran part dels carbohidrats

de la dieta en forma de glicogen, mentre la truita irisada no presenta aquesta capacitat.
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BLOC EXPERIMENTAL V

Isotops estables ("°N i "*C) en Ia truita irisada i I'orada:

variacions de I’'abundancia natural

En els estudis precedents s’havien pres mostres dels teixit dels animals emprats
com a blancs de cada dieta, aixi com també s’havia analitzat 1’abundancia natural en
cada component principal de totes les combinacions experimentals. L’interés d’aquest
capitol es centra en analitzar totes aquestes dades en conjunt per estudiar si en aquestes
dues especies de peix la dieta consumida i el tipus de teixit determinen canvis en
I’abundancia natural d’ambdds isotops 1 si existeixen canvis en el fraccionament
isotopic en funcio de la dieta i el teixit. En I’actualitat es sap que 1’abundancia natural
d’aquests dos isotops varia entre teixits en la truita irisada. En canvi no es disposa de

dades per orada.
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Resultats

La Figura 6.1 mostra la 8"°N de les dietes d’ambdues espécies i el corresponent
valor corporal dels peixos després de quatre mesos d’adaptacio a les dietes. La "N de
les dietes per les dues espécies disminuia a mesura que incrementava el percentatge de
proteina vegetal, alhora que també ho feia la '°N dels peixos (truita r = 0.97, orada r =
0.84; P<0.05), essent sempre major la 8'°N del peix que el de la seva corresponent dieta.
Aquesta distincia entre la 8'°N del peix i de la dieta, anomenada fraccionament
isotopic, es situava en el cas de la truita en un rang entre 1.0-3.16 %o, presentant les
truites alimentades amb RTglu major distancia respecte a la dieta (3.16 %o0) que els
altres grups (1.75 = 0.08 %o mitjana dels altres cinc grups). Per orada, els valors de
fraccionament es trobaven entre 1.6—5.7 %o, presentant les orades alimentades amb FM,
PP50, PP75 1 PP100 major fraccionament (4.5+0.23 %o) que les orades alimentades amb
GSB i GSBglu (1.8 £ 0.14 %o).
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Les 8"C de les diferents dietes van ser molt similars entre elles, diferint com a
maxim en 1.7 d entre les dietes de truita i 0.2 o entre les dietes d’orada (Figura 6.2). La
diferéncia de 8'"°C entre la composicié corporal i la dieta, fraccionament isotopic, va

variar entre —0.60 1 1.04 %o per les dues especies. En la truita es va trobar una correlacio
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positiva (r = 0.78, P<0.05) entre la 8'°C de la dieta i la "°C corporal; en canvi, no es va

trobar per I’orada. 220
W00 e ’
_22 5 L /.GPF’lOOOTPPE)O
_LosBglu @GPP50
x oxw S Ao
8_ 230 - P 6SB  6pp75 o5
= -
Figura 6.2: Relaci6 entre la 3°C dela (o 7~
dieta i la 8“C corporal de truites <
irisades (T) i orades (G) adaptades a 235}
les sis dietes experimentals. Truita: y =
0.63x - 8.09. orT
-24.0 : : : :
-245 -240 -235 -230 -225 -220
§ B¢ dieta

La figura 6.3 mostra la relaci6 entre ’SGR de truites i orades i el fraccionament
del N (fraccionament entre la dieta i I’animal). En el cas de la truita (Fig 6.3 A) es va
trobar una relacio inversa (= -0.873, P<0-05). En l’orada (Fig. 6.3 B) no existia
correlacié degut a que el grup PP100 presentava un comportament diferent a la resta de
grups. Si s’exclou el grup PP100 de I’analisi aleshores si es troba una relaci6 inversa

entre I’SGR 1 el fraccionament (r=-0.957, P<0.05).
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Figura 6.3: Relacié entre la taxa de creixement especific (SGR) i el fraccionament del 3"°N en
truites (T) i orades (G) adaptades a les sis dietes experimentals. Truita: y = -2.91x + 8.92. Els valors
de SGR van ser proporcionats per I’'INRA i per I'TATS.
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En les dues espécies, el contingut de 8'°N dels teixits (Taula 6.1) era menor en
els animals alimentats amb PP100 que en els alimentats amb FM (P<0.05) 1, en el cas de
la truita, existia una gradacio decreixent a mesura que incrementava el percentatge de
substitucio. També en les dues espécies el contingut de 8'°N dels teixits diferia entre
teixits (P<0.05). En truita, la 8'°N va ser similar per muscul, carcassa i fetge. En I’orada,
la 8"°N del miiscul i la carcassa aixi com la 8"°N de la proteina muscular i de la carcassa
eren majors (P<0.05) que la 8"°N del fetge. En les dues espécies, els valors més baixos

de 8"°N es van trobar en el paquet visceral + greix perivisceral (PV+G) (P<0.05).

La dieta també va determinar canvis en el contingut de °C en la truita (Taula
6.2). Aixi les truites alimentades amb la dieta RT van presentar un menor contingut en
BC en els seus teixits (P<0.05) que les truites alimentades amb les dietes PP50, PP75 i
PP100. Per les dues espécies, els valors més baixos de 8"°C es van trobar en el PV+G
(P<0.05). Com es pot observar en aquesta taula, el PV+G de les dues especies estava

empobrit en °C en relacié amb la dieta.

Com mostra la figura 6.4, en les dues espécies el contingut de °N dels teixits
estava positivament correlacionat (truita: r=0.42, orada: r=0.48; P<0.01) amb el

contingut de proteina d’aquests.

24

Figura 6.4: Relacié entre la 3N dels
teixits i el percentatge de proteina
tissular de truites irisades i orades
adaptades a les sis dietes experimentals.
Els simbols blancs corresponen a truita i els
negres a orada. Els teixits es representen
amb els seglients simbols: fetge (o ),
paquet visceral (¢ ¢), muscul (¥ V) i
carcassa (O m). Amb els cercles es vol
remarcar la classificacié dels teixits en
funcié d’aquestes dues variables.
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Taula 6.1 : 3N de teixits i proteina tissular de truites irisades i orades adaptades a
les sis dietes experimentals

TRUITA FM RT RTglu PP50 PP75 PP100
5 °N de la dieta
104 6.74 5.36 6.58  5.05 3.02
& >N del teixit Factor 1(teixit)

Fetge 11.53 8.72 8.13 852 7.36 6.01 1.2
Miiscul 12.08 10.08 9.73 951 8.12 6.60 1
Carcassa 11.56  9.81 9.70 876 747 6.04 1.2

PV+G 10.93 7.54 7.13 693 525 3.23 2

Factor 2 (dieta) a b b b bc c
5 "°N de la proteina
Fetge 11.81 8.02 5.42 8.68  7.68 6.46

Miiscul 13.18 9.99 10.05 924 1043 7.62
Carcassa 10.76  7.79 7.10 6.99 10.69 879

PV+G 11.75 8.76 7.52 8.12  9.75 7.42
Factor 2 (dieta) a ab ab ab ab b
ORADA FM GSB GSBglu PP50 PP75 PP100
8 "°N de la dieta
10.68  7.94 6.74 7.08 5.24 3.12
5 1N del teixit Factor 1(teixit)
Fetge 13.76  8.47 7.68 10.02  9.38 5.32 1
Muscul 19.79 11.06 10.41 14.16 14.66  8.58 2
Carcassa 18.19 10.87  10.05 1420 14.70  8.98 2
PV+G 12.05 8.60 7.64 9.52 7.04 4.62 1
Factor 2 (dieta) a b bc ab abc c interacci6o=0.009
& °N de la proteina teixit
Fetge 13,56 8.97 8.20 10.30 9.95 6.13 1
Muscul 20.16 11.45 10.75 1550 1526 9.94 2
Carcassa 18.51 9.90 1448 14.89 9.38 2,3
PV+G 1420 7.75 7.70 10.63 10.35 6.44 1,3
Factor 2 (dieta) a bc bc ab ab c interacci6=0.001

Els valors de 8"°N de les dietes son la mitjana de sis valors. Els valors de 8'°N dels animals de cada
condici6 experimental son la mitjana de dos valors. Numeros diferents indiquen diferéncies significatives
entre teixits (P<0.05). Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre animals alimentats amb
diferent dietes (P<0.05).
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Taula 6.2 : §°C de teixits i proteina tissular de truites irisades i orades adaptades a
les sis dietes experimentals

TRUITA FM RT RTglu PP50 PP75 PP100

8 13C de 1a dieta
22778  -24.18 -23.82 -2240 -22.75 -23.17

& °C del teixit Factor 1(teixit)
Fetge -21.0 -2223  -21.63  -20.7 -2047 -20.66 1
Muscul -2236 -21.23  -21.1 -20.87  -21.6  -20.8 1,2
Carcassa -21.92  -23.0 -22.25 -21.93 -2193 -22.0 2
PV+G -24.69 -26.15 -25.89  -24.92 -2426 -24.53 3
Factor 2 (dieta) ab a ab b b b
ORADA FM GSB GSBglu PP50 PP75 PP100

& 13C de 1a dieta
224 2284 -23.02 -22.64 -22.84 -22.66

& °C del teixit Factor 1(teixit)
Fetge 221 2172 2178  -21.77 -22.28 -22.55 1
Muscul -193 2092 -20.55 -20.25 -20.05 -20.17 2
Carcassa 225 229 23.0 2267 -22.67 -22.16 3
PV+G 25.1 2548 2551 -24.68 -24.84 -24.15 4

Els valors de 8"°C de la dieta s6n la mitjana de sis valors i els valors de 8"*C dels animals per a cada
condici6 experimental son la mitjana de dos valors. Numeros diferents indiquen diferéncies significatives
entre teixits (P<0.05). Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre animals alimentats amb
diferent dietes (P<0.05).

Tal com s’ha descrit per la 8N, també la 8"°C dels teixits (figura 6.5.A) i la
8°C de les proteines (figura 6.6.A) de les dues espécies estava positivament
correlacionada amb el contingut en proteina dels teixits (figura 6.5.A, truita r = 0.89,
orada r=0.78, P<0.01; figura 6.6.A: truita r = 0.36, orada r = 0.33, P<0.05). Com es pot
observar a la figura 6.6.A, la 8"°C de la proteina del méscul de I’orada i del mascul i la
carcassa de la truita eren majors (P<0.05 en els tres casos) que la 8"°C de les proteines
dels altres teixits. D’altra banda, la 8"°C dels teixits de les dues espécies estava
negativament correlacionada amb el contingut en lipids dels teixits (figura 6.5.B, truita
r=-0.76, orada r = -0.83; P<0.01), perd la 8"°C dels lipids només estava positivament

correlacionada amb el percentatge de lipid del teixit en el cas de I’orada (figura 6.6.B:

orada r =0.39; P<0.01).
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Figura 6.5. Relacié entre la 8"C dels teixits i el percentatge de proteina i lipid tissular de truites
irisades i orades adaptades a les sis dietes experimentals. Els simbols blancs representen els valors per
truita i els negres por orada. Els teixits es representen amb els segiients simbols: fetge(o e), paquet
visceral (¢ ), muscul (¥ V) i carcassa (0 m). Amb els cercles es vol ressaltar la diferent classificacio dels

teixits en funcio de les correlacions estudiades.
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La 8"C del glicogen tissular es va mostrar molt variable en les dues espécies
(Fig. 6.6.C) . Els resultats de la Figura 6.6 demostren que els lipids contenen menor
quantitat de '>C (en un rang de —27 a -25) que les proteines (rang -23/-18) i el glicogen
(rang -23/-17).

Discussio

Ha estat ampliament descrit que els animals tenen un major contingut de "°N que
els vegetals (Minagawa 1 Wada, 1984; DeNiro i1 Epstein, 1981). S’ha demostrat que a
mesura que incrementa ’escala trofica, el "N es concentra en el consumidor degut a la
discriminaci6 isotopica durant els processos de desaminacid i1 transaminacié (DeNiro i
Epstein, 1981; Ambrose i DeNiro, 1986; Macko i col., 1986, 1987). Aquest fenomen
queda també constatat en el present estudi, on les dietes, els animals en conjunt i els
seus teixits, presenten un major contingut de '’N a mesura que pugen en ’escala trofica.
Per tant, tal 1 com ja s’ha vist en altres animals (DeNiro 1 Epstein, 1981), I’abundancia
natural del °N en aquestes dues espécies varia en funcié de la composici6 de la dieta.
Aixo suggereix que la mesura del "N en els peixos podria ser un bon indicador de la

font proteica.

A diferéncia del °N, percentatges majors de proteina vegetal no van modificar el
contingut de °C de les dietes. Unicament es va observar un distanciament de les dietes
RT 1 RTglu respecte a les altres dietes. Aquest distanciament podria estar relacionat amb
el fet que estaven formulades només amb ingredients C3 i no contenien blat (C4). Els
vegetals C4 tenen un major contingut de °C que els C3 (O’Leary i col., 1988). Perd
aquesta rad no deu ser la tUnica, ja que les dietes d’orada GSB i GSBglu estaven
formulades amb els mateixos ingredients i en canvi no mostraven aquesta diferéncia. El
fet que el °C d’una dieta provingui de diferents fonts (proteines, lipids i sucres), pot
justificar no veure diferéncies en relacié a la font proteica. A més a més, el °C de
I’organisme no seria un bon indicador de la font proteica donada la varietat de

transformacions que pot patir en 1’animal (isotopic routing).
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En les dues espécies estudiades, la distancia entre la 8'°N de les dietes i la dels
animals, fraccionament isotopic, es trobava en el rang de 1 a 5.7 unitats J, coincidint
amb els rang descrit per a altres animals (DeNiro 1 Eptein, 1981; Gannes 1 col., 1998).
El rang de fraccionament del *C era molt més petit que el del °N i coincideix amb els
valors que ja havien estat publicats (DeNiro i Epstein, 1978; Fry i Sherr, 1984). Es molt
interessant, perd, destacar que en el cas de la truita el fraccionament del PN es
correlacionava negativament amb I’SGR. En el salmé atlantic s’ha demostrat
recentment que el fraccionament del "N entre la dieta i els teixits estd inversament
relacionat amb la taxa de creixement (Trueman i col., 2005). Més encara, el major
fraccionament del "’N també s’ha relacionat amb un menor creixement i una major
mobilitzaci6 proteica en corbs alimentats amb una dieta vegetal en comparacié amb els
alimentats amb una dieta animal (Hobson 1 Clark, 1992) i en oques en dejuni (Hobson 1
col, 1993), indicant que situacions d’estrés nutritiu provoquen un major fraccionament

del °N. En el nostre estudi, el major fraccionament del '

N del grup RTglu podria
indicar una major taxa de reciclatge proteic en comparacié amb els altres grups. En el
cas de 1’orada, la relaci6 entre el fraccionament del >N i ’SGR no esta tan clara. Ara
bé, si excloem el grup PP100 de I’analisi aleshores en aquesta espécie també es troba
aquesta relacio inversa. El fet que els animals PP100 mengessin menys o la diferent
resposta que pot tenir aquesta especie als diferents ingredients vegetals pot haver

influint sobre la taxa de fraccionament isotopic.

Pinnegar 1 Polunin (1999) van descriure que el muscul de truita estava enriquit
en N en relacio als altres teixits i ho van relacionar amb la proporcié d’AAE i AANE
dels teixits. Tieszen i col. (1983) i Lorrain i col. (2002) van descriure I’empobriment en
BC del teixit adipés de jerbus i de la glandula digestiva de vieira, respectivament, en
relacid a altres teixits. Ambdos autors van relacionar aquest fet amb 1’elevat contingut
de lipids d’aquests organs. Es molt conegut que durant el procés de sintesi de lipids hi
ha una discriminacié enzimatica a favor del '°C, de manera que els lipids estan
empobrits en *C respecte a altres compostos (DeNiro i Epstein, 1977). En el present
treball hem volgut relacionar la composicié isotopica dels teixits i dels components
principals (proteines 1 lipids) amb el percentatge de proteines i lipids dels teixits
d’animals que havien estat alimentats amb dietes diferents. Fos quina fos la dieta i per
les dues especies, quan el percentatge de proteina en els teixits incrementava també ho

feia la 8°C i la 8"°N del teixit, mentre que a mesura que incrementava el contingut
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lipidic els teixits s’empobrien en *C. També hem pogut establir que el percentatge de
proteina es relaciona amb la 8'°C de les proteines, en canvi la relacio entre la 8'°C dels
lipids i el percentatge de lipids i la 8"°C de glicogen i el percentatge de glicogen no esta
tan clara. A la llum d’aquests resultats, la composicio isotopica d’un teixit vindria
determinada per les proporcions relatives dels diferents components principals del teixit.
El diferent contingut en lipids i proteines també explicarien 1I’empobriment del PV+G
respecte a la dieta, mentre els altres teixits, especialment muscul i carcassa, estaven

enriquits respecte a la dieta.

El present treball aporta les primeres dades de composicio6 isotOpica tissular i de
fraccionament per orada. Tot i que no s’ha fet una comparativa entre espécies, el rang
de fraccionament isotopic del "N en el peix sencer mostrat per I’orada era major que el
de truita. Gaston i Suthers (2004) van suggerir que el fraccionament isotopic del °N
podria ser especific d’espécie. Els nostres resultats també ho suggereixen, pero caldria

un estudi més concret per comprovar-ho.

Es important destacar que aquest treball aporta les primeres dades de composici6
isotopica del glicogen hepatic i muscular en peixos 1, com es pot observar, el glicogen
presenta un nivell de °C similar al de la proteina i superior al dels lipids. Els resultats,
perd, son molt variables degut probablement a que és una reserva molt l1abil. La baixa
capacitat de la truita de sintetitzar glicogen a partir de proteines (blocs experimentals I 1
I1) juntament amb I’elevada variabilitat a nivell d’abundancia natural del *C-glicogen
fa necessari que per estudis d’enriquiment es disposi sempre del valor blanc de glicogen

(control) per tal de determinar de forma precisa la gliconeogénesi.

En conclusi6, I’abundancia natural del "N i el °C en un organisme varia entre
teixits degut al diferent percentatge de reserves d’aquests. En el cas del N, la
composicid isotopica de la dieta i 1I’Gs que 1’animal fa de la proteina de la dieta
(fraccionament) determinen la composici6 en "N de 1’organisme. D’altra banda,
I’efecte de la composicié de °C de la dieta sobre la composicié dels teixits no és tan
evident com la del "N degut als canvis fisico-quimics (fraccionament) de les diferents
especies quimiques durant els processos de transferéncia del carboni a diferents

components principals.
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11.

1il.

1v.

S’ha establert la metodologia per fer el seguiment de la proteina de la dieta amb
>N i 1C en els teixits, els seus components principals i als aminoacids lliures de
plasma 1 muscul. Les dosis establertes per ambdods isotops permeten mesurar la
transformacio de la proteina de la dieta en proteina corporal de forma equivalent,
i en el cas del “C-proteic, la transferéncia a lipids en les dues espécies i a
glicogen en I’orada. En el cas del glicogen de la truita és necessari disposar de
mostres blanques per determinar de forma precisa la transferéncia de carboni

proteic de la dieta.

La capacitat de sintetitzar i emmagatzemar glicogen a partir de proteines, aixi

com el seu recanvi, és major en 1’orada que en la truita.

L’increment dels aminoacids no essencials en la dieta no va millorar el
creixement ni de la truita ni de 1’orada. Aquest augment va provocar un
increment de la gluconeogenesi i1 del recanvi proteic a nivell intestinal en les
dues especies i una menor deposicid de proteina en el muscul de la truita.
Aquests canvis estarien més relacionats amb el contingut de soja de la dieta,

especialment en truita, que amb la relacid essencials/no essencials.

En les dues espécies la incorporacié de marcadors procedent de la proteina de la
dieta en tots els teixits 1 en els seus components principals, aixi com el marcatge
dels aminoacids lliures de muscul 1 plasma demostren que la substitucié d’un

50% de la farina de peix no altera 1’us de la proteina de la dieta.

Les truites irisades alimentades amb un 75% de substitucié van mostrar un patr6
de deposicio 1 conversio de la proteina de la dieta en els components principals
de teixits similar al de les truites alimentades amb farina de peix, pero, la menor
concentracié d’aminoacids lliures en plasma, la major oxidacié de la proteina de
la dieta, el menor contingut de glicogen 1 la menor glucémia indiquen una

situacio de demanda energetica, que es reflecteix en un menor creixement.
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Vi.

Vii.

Viil.

1X.

La substitucié total de la farina de peix per fonts vegetals provoca en la truita
irisada un major reciclatge dels aminoacids en muscul, una disminucié de la
relacié aminoacids essencials/no essencials en plasma i muscul i una activacio
de la gluconeogenesi hepatica, indicant una situacié d’imbalan¢ d’aminoacids i
de deéficit energetic. L’increment d’ingesta observat no pal-lia aquesta situacid,

repercutint sobre el creixement.

En I’orada, un 75% de substitucié provoca una major oxidacié de la proteina de
la dieta. Amb la substitucié total de la farina de peix la disponibilitat dels
aminoacids de la dieta es redueix, provocant un increment del reciclatge proteic
en el muscul, evidenciat per I’augment d’enriquiment isotopic de 1’alanina,
I’aspartat i la prolina i per la disminuci6 de la relacié essencials/no essencials.
Tots aquests factors indiquen que la substitucio total de la farina de peix provoca

també¢ un imbalan¢ d’aminoacids en aquesta especie.

La truita irisada no va digerir de forma adequada els hidrats de carboni de la
dieta 100% vegetal, pero si ’orada. L’orada emmagatzema gran part dels hidrats
de carboni de la dieta en glicogen hepatic mentre la truita ho fa en menor

proporcio.

La substitucio total de la farina de peix per fonts de proteina vegetal indueix una
menor acumulacié de greix perivisceral en ambdues especies. En el cas de
I’orada, a mesura que incrementa el percentatge de substitucié 1’acumulacié de

lipids hepatics és major.

L’abundancia natural del "°N en aquestes dues espécies disminueix quan soén
alimentades amb una major quantitat d’ingredients vegetals, suggerint que la
mesura del "N en els peixos pot ser un bon indicador de la font proteica.

Tanmateix, ’abundancia natural del >N i del '*C en els teixits incrementa amb
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xi.

el percentatge de proteina del teixit i el contingut de >C disminueix a mesura

que incrementa el percentatge de lipids.

.. . . 1 .
En les nostres condicions experimentals el fraccionament del N de la truita es
relaciona de forma inversa amb la taxa de creixement especific. Aquesta relacid

és certa fins a un 75% de substituciod en el cas de 1’orada.
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