-

Universitat
de Barcelona

Optimitzacié de I'us de la proteina en dietes per a
orada (Sparus aurata)

Albert Caballero Solares

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a 'acceptacié de les segiients condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Diposit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual Unicament per a usos privats emmarcats en activitats
d’investigacié i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb finalitats de lucre ni la seva difusi6 i posada a disposicio
des d’un lloc alié al servei TDX ni al Diposit Digital de la UB. No s’autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra
o marc alie a TDX o al Diposit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacié de
la tesi com als seus continguts. En la utilitzaci6 o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusion de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual Unicamente para usos
privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se autoriza su reproduccion con finalidades de lucro
ni su difusion y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza
la presentacion de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacion o cita de
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or
citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




FACULTAT DE BIOLOGIA

DEPARTAMENT D’ECOLOGIA

PROGRAMA DE DOCTORAT EN CIENCIES DEL MAR

OPTIMITZACIO DE L'US DE LA PROTEINA EN
DIETES PER A ORADA (Sparus aurata)

Albert Caballero Solares

2015






Universitat
de Barcelona

FACULTAT DE BIOLOGIA

DEPARTAMENT D’ECOLOGIA

PROGRAMA DE DOCTORAT EN CIENCIES DEL MAR

OPTIMITZACIO DE L'US DE LA PROTEINA EN DIETES PER
A ORADA (Sparus aurata)

Memoria presentada per Albert Caballero Solares per optar al grau de doctor
per la Universitat de Barcelona

Director i tutor: Autor:

Dr. Felipe Fernandez Gonzalez Albert Caballero Solares

2015






“Fish, you are going to have to die anyway. Do you have to kill me too?”

Ernest Hemingway (The Old Man and the Sea)
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RESUM

Si vol consolidar-se com a explotacid economicament i ecoldogicament sostenible, la
piscicultura ha de deslligar-se de la pesca mitjangant la reduccié del contingut de farina de peix
als pinsos. Aquesta fita pot ser assolida ajustant la proporcié de proteina de la dieta als
requeriments nutricionals dels peixos, o bé emprant fonts de proteina vegetal. Per a optimitzar
I'Gs de la proteina en dietes per a orada (Sparus aurata) es varen usar tres suplements
alimentaris: el glutamat, la glutamina i la taurina. En orades alimentades a base de farina de
peix, el glutamat i la glutamina sén més eficacos que el middé millorant I'Us de la proteina
ingerida per a creixement. La inclusié d'un 4% de glutamat en dieta a base de farina de peix o
proteina vegetal millora la retencio proteica en promoure I'activitat glucolitica al fetge de les
orades. L'augment de la retencié proteica, conjuntament amb I'estimulacié de la ingesta de
pinso per part del glutamat, resulta en un major creixement en orades alimentades amb
proteina majoritariament d'origen vegetal (el 90% de la proteina de la dieta). Els nostres
resultats de creixement i eficiencia alimentaria assenyalen a la taurina com a nutrient essencial
en dietes amb una elevada o total substitucié de farina de peix per proteina d'origen vegetal.
En base al creixement, orades alimentades amb proteina majoritariament vegetal requereixen
una inclusié de taurina en dieta d'entre el 0.52 i el 0.91%. En base a I'eficiencia alimentaria,
aquest requeriment seria del 0.93%. La suplementacié d'un 1% de taurina millora el
creixement d'orades alimentades amb pinso a base de proteina vegetal. Aquest increment del
creixement deriva de I'estimulacié de la ingesta de pinso i la millora de I'eficiéncia alimentaria.
La taurina també millora la digestibilitat del fosfor de les dietes vegetals i, per tant, la ingesta
de fosfor digerible per part de les orades. A nivell metabolic, la taurina incrementa |'activitat
glucoquinasa al fetge de les orades alimentades amb dietes vegetals, alhora que disminueix la
glucémia. La taurina promou la lipolisi en orada ates que en redueix la proporcié de greix
corporal. La preséncia en la dieta d'un 10% de proteina procedent de farina contraresta |'accié
lipolitica de la taurina, alhora que accentua els beneficis de la taurina sobre el creixement i
I'eficiencia alimentaria. La inclusié d'un 6.5-6.6% d'hidrolitzat de proteina de soja a la dieta
afavoreix una major absorcié de nutrients i millora el creixement d'orades alimentades amb
proteina exclusivament vegetal. En conclusié, segons els nostres resultats, el glutamat i la
taurina representen dos additiu alimentaris de gran valor per a la substitucié de farina de peix

per proteines d'origen vegetal i carbohidrats en dietes per a orada.



RESUMEN

Si quiere consolidarse como explotacidn econdmica y ecolégicamente sostenible, la
piscicultura debe desligarse de la pesca mediante la reduccidon del contenido de harina de
pescado en los piensos. Este objetivo puede alcanzarse ajustando la proporcién de proteina de
la dieta a los requerimientos nutricionales de los peces, o bien optando por fuentes de
proteina vegetal. Para optimizar el uso de la proteina en dietas para dorada (Sparus aurata) se
usaron tres suplementos alimenticios: el glutamato, la glutamina y la taurina. En doradas
alimentadas a base de harina de pescado, el glutamato y la glutamina son mas eficaces que el
almidén mejorando el uso de la proteina ingerida para crecimiento. La inclusidn de un 4% de
glutamato en dieta a base de harina de pescado o proteina vegetal mejora la retencion
proteica al promover la glucdlisis en el higado de las doradas. El aumento de la retencién
proteica, conjuntamente con la estimulacién de la ingesta de pienso por parte del glutamato,
resulta en un mayor crecimiento en doradas alimentadas con proteina mayoritariamente de
origen vegetal (el 90% de de proteina de la dieta). Nuestros resultados de crecimiento y
eficiencia alimenticia sefialan a la taurina como nutriente esencial en dietas con una elevada o
total substitucion de harina de pescado por proteina de origen vegetal. En base al crecimiento,
doradas alimentadas con proteina mayoritariamente vegetal requieren una inclusion de
taurina en dieta de entre un 0.52 y un 0.91%. En base a la eficiencia alimenticia, este
requerimiento seria del 0.93%. La suplementacién de un 1% de taurina mejora el crecimiento
de doradas alimentadas con pienso a base de proteina vegetal. Este incremento del
crecimiento deriva de la estimulacidn de la ingesta de pienso y la mejora de la eficiencia
alimenticia. La taurina también mejora la digestibilidad del fésforo de las dietas vegetales v,
por tanto, la ingesta de fdsforo digerible por parte de las doradas. A nivel metabdlico, la
taurina incrementa la actividad glucoquinasa en el higado de las doradas alimentadas con
dietas vegetales, al mismo tiempo que disminuye la glucemia. La taurina promueve la lipdlisis
en dorada dado que reduce la proporcién de grasa corporal de éstas. La presencia en dieta de
un 10% de proteina procedente de harina de pescado contrarresta la accion lipolitica de la
taurina, a la vez que acentua los beneficios de la taurina sobre el crecimiento y la eficiencia
alimenticia. La inclusién de un 6.5-6.6% de hidrolizado de proteina de soja en la dieta favorece
una mayor absorcién de nutrientes y mejora el crecimiento de doradas alimentadas con
proteina exclusivamente vegetal. En conclusidn, seglin nuestros resultados, el glutamato y la
taurina representan dos aditivos alimenticios de gran valor para la substitucién de harina de

pescado por proteinas de origen vegetal y carbohidratos en dietas para dorada.



ABSTRACT

To be economic and ecologically viable, fish farming must be freed from it its
dependence on fish meal. This goal can be achieved either by adjusting dietary protein content
to fish nutritional requirements or by replacing fish meal by plant proteins. In order to
optimize protein utilization in gilthead sea bream (Sparus aurata) we tested three different
feed additives: glutamate, glutamine and taurine. In gilthead sea bream fed on fish meal-based
diets, glutamate and glutamine are more effective than starch improving dietary protein
utilization for growth. The supplementation of 4% glutamate in diet based on fish meal or
plant protein improves protein retention through the promotion of glycolysis in the liver of
gilthead sea bream. Protein retention improvement, together with the stimulation of feed
intake by glutamate supplementation, results in higher growth rates in fish fed on plant
protein sources. Our results point to taurine as an essential nutrient to be included in diets
with high or total fish meal replacement. On a growth basis, the optimal dietary taurine
supplementation of gilthead sea bream is 0.52-0.91%. On a feed efficiency basis, gilthead sea
bream have a dietary taurine requirement of 0.93%. The supplementation of 1% taurine
improved the growth of sea bream fed on plant-based diets. This growth promotion is due to
feed intake stimulation and the improvement of feed efficiency. Taurine also increases
phosphorous digestibility in plant-based diets. At a metabolic level, taurine up-regulates
glucokinase activity and decreases glycemia. Taurine also promotes lipolysis since it reduces
the body fat content of gilthead sea bream. The presence of 10% dietary protein coming from
fish meal counteracts taurine lipolytic action, but accentuates taurine benefits on fish growth
and feed efficiency. The inclusion of 6.5-6.6% soy protein hydrolysate in plant-based diet leads
to a higher nutrient absorption and increases fish growth. In sum, according to our results,
glutamate and taurine are two useful feed additives for fish meal replacement with plant

protein sources and carbohydrates in diets for gilthead sea bream.
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1. INTRODUCCIO

1.1. ELS REPTES DE L'AQUICULTURA

Des dels anys 70, la cria i I'engreix de peixos en captivitat (piscicultura) ha anat guanyant
pes com a font de proteina d'alt valor nutricional per a la poblacié mundial. Concretament, la
produccid piscicola ha crescut dels 3,5 milions de tones (Mt) I'any 1970 a les 66,6 Mt l'any
2012 (FAO, 2014). Les ultimes dades oficials de la FAO parlen d'una taxa mundial de
creixement del 6,2% al periode 2000-2012, i no hi ha perspectives que aguesta tendéncia hagi

de canviar al llarg dels propers anys.

Seguint el mateix raonament que va donar lloc a la creacié de la ramaderia i
I'agricultura, la consolidacié de l'aqlicultura sembla el seglient pas logic des del model
extractiu de la pesca, ecologicament més agressiva i de rendiment més subjecte a fenomens
climatics, cap a un model més predictible i facil de planificar. No obstant, la farina de peix ha
estat i continua sent la font preferent de proteina de les dietes emprades en aquicultura. Aixo
implica que una part significativa (entorn del 14% l'any 2012) de les captures del sector
pesquer han de ser destinades a la produccié de farina de peix (FAO, 2014). Tant és aixi que
I'aqiiicultura és considerada corresponsable de la sobreexplotacié de determinades pesqueries
(Asche, 2008), especialment de petits pelagics. Degut a I'alt requeriment proteic dels peixos de
cultiu, el sector piscicola és un dels majors consumidors de farina de peix. Per tant, actualment
la piscicultura no suposa una alternativa real a la pesca, ates que n'és dependent a través de la
farina de peix. Aquest vincle pesca/aquicultura ha estat batejat com a la trampa de la farina de

peix o fish meal trap.

El sector aqlicola tendeix actualment a la reduccié de I'Us de farina i I'oli de peix
procedent de la pesca. El principal impulsor d'aquest canvi de tendéncia és la perspectiva de
futur en el preu de la farina. Mentre la demanda de farina de peix creix de manera continua
impulsada pel creixement de I'aqiicultura i del sector del porc i I'aviram, la produccié pesquera
porta des de principis dels anys 90 estancada en les 90 Mt de peix fresc (FAO, 2014).
Conseglientment, el preu de la farina de peix s'ha incrementat dels 300-400 USD/t a principis
dels 90, als 1600-1800 USD/t actuals (Asche et al., 2013; YCharts, 2012). Les estimacions de la

FAO indiguen un augment del preu de la farina de peix del 13 al 29% cap a I'any 2030.
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A fi de reduir la incorporacié de farina de peix als pinsos emprats en aquicultura, tant
productors com cientifics avaluen fonts de proteina alternatives. Una estrategia ampliament
reconeguda és I'Us de residus de peixos procedents de l'elaboracid de productes per a
I'alimentacié humana. En aquest sentit, I'any 2012 aquests subproductes contribuiren en un
35% a la produccid mundial de farina de peix, i el pronostic és que aquest percentatge
s'incrementi a mitja i llarg termini (FAO, 2014). Una altra alternativa a la farina de peix la
representen les farines de carn, fabricades a partir de residus d'escorxadors i carnisseries.
Malauradament, la qualitat d'aquests ingredients és molt variable i depén de la seva proporcio
de minerals i del procés d'elaboracié, atés que normalment sén tractats a temperatures
elevades, la qual cosa pot comprometre el valor nutricional del contingut proteic (Guillaume
and Blanco, 2004). Per la seva amplia disponibilitat en el mercat mundial i el seu baix preu, les
farines i ingredients vegetals representen una alternativa prometedora a la farina de peix. No
obstant, els ingredients vegetals presenten caracteristiques nutricionals que limiten la seva
inclusié en dietes per a peixos (Gatlin et al., 2007). Tot i aixi, tal i com es detallara en propers
apartats, els avengos en nutricié de peixos ja permeten substitucions efectives de farina de

peix de fins el 75%.

La recerca en nutricié de peixos també ha dedicat grans esforgos a la comprensié del
particular paper que juguen els carbohidrats en el metabolisme dels peixos. Explicat de forma
breu, els peixos utilitzen els carbohidrats de la dieta de manera poc eficient, la qual cosa en
limita la seva inclusid (Enes et al., 2009; Polakof et al., 2012; Wilson, 1994). Tot i que encara
resten aspectes per esclarir al voltant del metabolisme de la glucosa en peixos, hi ha un
consens general que, a diferencia dels mamifers, els peixos depenen en major mesura del
catabolisme dels aminoacids per a satisfer les seves demandes energétiques. L'estudi dels
requeriments proteics i energétics dels peixos ha permes ajustar la proporcié de proteines de
la dieta (Cho, 1992; Fernandez et al., 2007; Metdn et al., 1999). El metabolisme aminoacidic en
peixos és un procés summament eficient (Ballantyne, 2001), adaptat a |'oxidacié preferent
d'aminoacids no essencials i d'aquells subministrats en excés per la dieta (Abboudi et al., 2009;
Conceicdo et al., 2002; Kim et al., 1992; Rgnnestad et al., 2003). Aixi doncs, I'adequacié del
perfil d'aminoacids als requeriments dels peixos facilitaria també l|'estalvi de proteines i
permetria una major inclusié de carbohidrats. Com és evident, una reduccié del contingut
proteic a les dietes aqliicoles suposaria una menor inclusié de farina de peix, alhora que
reduiria I'excreci6 de compostos nitrogenats al medi a conseqiiéncia de ['oxidacio

d'aminoacids.
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1.2. METABOLISME DE LA GLUCOSA EN PEIXOS

1.2.1. Aspectes generals del metabolisme de la glucosa

L'homeostasi de la glucosa és controlada fonamentalment pel fetge mitjancant el balang
de dues vies metaboliques oposades: la glucolisi i la gluconeogenesi (Figura 1). La glucolisi
degrada la glucosa a piruvat a través d'una complexa serie de reaccions enzimatiques.
L'energia alliberada per aquesta reaccio és emmagatzemada en forma de molecules ATP d'alta
energia. L'activitat de la major part d'aquests enzims ve determinada per la concentracié de
substrats i productes. No obstant aix0, hi ha tres reaccions que no sén reversibles sota
aquestes condicions. Aquestes son la fosforilacid de glucosa a glucosa 6-fosfat per les
hexoquinases (HK, EC 2.7.1.1), la fosforilacié de fructosa 6-fosfat a fructosa 1,6-bifosfat per la
fosfofructoquinasa-1 (PFK-1, EC 2.7.1.11), i la desfosforilacié del fosfoenolpiruvat (PEP) a
piruvat per la piruvat quinasa (PK, EC 2.7.1.40). Les activitats d'aquests tres enzims son

regulades per molécules diferents als substrats i als productes.

Com a resposta a I'excés de glucosa postprandial, el fetge la polimeritza en glucogen o
bé la converteix en lipids. La reserva de glucosa continguda al glucogen és facilment
mobilitzable quan hi ha necessitat metabolica, com per exemple en condicions de deju.
Tanmateix, en condicions de deju, els requeriments de glucosa també poden ser satisfets a
través de la sintesi de novo de glucosa, altrament anomenada gluconeogenesi. La
gluconeogenesi genera glucosa a partir de productes de la glucolisi i intermediaris del cicle de
Krebs. Els aminoacids entren a la via gluconeogenica directament, prévia transaminacio a
piruvat o oxaloacetat, o indirectament a través de la degradacié a intermediaris del cicle de
Krebs. La gluconeogénesi és catalitzada pels mateixos enzims que la glucolisi amb |'excepcié de
tres reaccions. Agquestes sén la conversié del piruvat a PEP per part de la piruvat carboxilasa
(PC, EC 6.4.1.1) i la PEP carboxiquinasa (PEPCK, EC 4.1.1.32), la desfosforilacié de la fructosa
1,6-difosfat a fructosa 6-fosfat per la fructosa 1,6-bifosfatasa (FBPasa, EC 3.1.3.11) i, finalment,
la desfosforilacié de la glucosa 6-fosfat a glucosa per la glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa, EC

3.1.3.9).

Segons els requeriments de la cel-lula, els intermediaris de la glucolisi i la
gluconeogenesi poden ser destinats a la produccié de cofactors NADPH i ribosa 5-fosfat a la via
de la pentosa fosfat (Figura 1). Dins d'aquesta via metabolica es poden identificar dues fases,
una oxidativa i una altra no oxidativa. En la fase oxidativa, la glucosa 6-fosfat és oxidada a

ribulosa 5-fosfat per tres reaccions consecutives catalitzades per la glucosa 6-fosfat
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deshidrogenasa (G6PD, EC 1.1.1.49), la 6-fosfogluconolactonasa (PGLS, EC 3.1.1.31) i la 6-
fosfogluconat deshidrogenasa (6PGD, 1.1.1.43). La principal funcié d'aquesta fase és la
generacido de NADPH per a la biosintesi de lipids i colesterol. En canvi, els enzims de la fase no
oxidativa es modulen per a respondre a les necessitats de NADPH, ribosa 5-fosfat i ATP. En
aquest sentit, la ribulosa 5-fosfat generada a la fase oxidativa pot ser isomeritzada a ribosa 5-
fosfat per a la sintesi de nucleotids. En cas contrari, si es precisen més cofactors NADPH o ATP,
la ribulosa 5-fosfat és metabolitzada a intermediaris de la glucolisi com la fructosa 6-fosfat i el

gliceraldehid 3-fosfat.

Glucosa

G6Pasa HK

G6PD
6-Fosfogluconolactona [\ Glucosa 6-P |€=-=-=----

NADPH  NADP+

4

6-Fosfogluconat Fructosa 6-P
NADP+
6PGD FBPasa PFK-1
NADPH i
Ribulosa 5-P > Fructosa 1, 6-biP
U \ Gliceraldehid 3-P
Ribosa 5-P '
-
v
Fosfoenolpiruvat
PEPCK
PK
Oxaloacetat |«<==m| Piruvat
3 PC A

Figura 1. Mapa conceptual de la glucolisi, la gluconeogeénesi i la via de la pentosa fosfat. Les reaccions directes de la glucolisi son
indicades amb fletxes negres, les gluconeogeniques en gris, i les corresponents a la via de la pentosa fosfat en blanc. Les reaccions
de la glucolisi i la gluconeogénesi catalitzades per un mateix enzim sén indicades amb una fletxa meitat negre meitat grisa. Les

fletxes negres discontinues mostren relacions amb la sintesi/degradacié d'altres metabolits.
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1.2.2. La regulacié del metabolisme de la glucosa en peixos

Es ben coneguda la ineficiéncia dels peixos (especialment els carnivors) a I'hora de
metabolitzar I'excés de glucosa procedent de la dieta. Els primers tests de tolerancia a la
glucosa realitzats en peixos ja exemplificaren aquest tret. Si en humans la glucosa en sang
retorna a valors basals d'una a dues hores després de la ingesta, en peixos la hiperglucémia pot
durar més de set hores (Palmer and Ryman, 1972). La ingesta de dietes riques en carbohidrats
també deriven en hiperglucémies postprandials prolongades en peixos (Enes et al., 2009). La
capacitat per a metabolitzar els carbohidrats de la dieta varia entre espécies i es relaciona amb
I'habitat i la seva dieta natural. Aixi doncs, els peixos omnivors i d'aigua dolca presenten majors

capacitats que els peixos carnivors i d'aigua salada (Wilson, 1994).

Els nombrosos estudis publicats sobre el metabolisme de la glucosa en peixos evidencien
qgue aquests disposen de la mateixa bateria d'enzims que els mamifers (Enes et al., 2009;
Polakof et al., 2012; Wilson, 1994). Durant molt de temps, el deficient control dels nivells
glucémics als peixos havia estat atribuit, en part, a la manca d'activitat glucoquinasa (GK, EC
2.7.1.2) al fetge (Wilson, 1994). La GK és una isoforma d'hexoquinasa que es caracteritza per la
seva baixa afinitat a la glucosa, i que s'expressa al fetge de mamifers aixi com al dels peixos, tal
com han demostrat diferents estudis amb orada (Caseras et al., 2000; Caseras et al., 2002),
halibut (Tranulis et al., 1997), salmé atlantic (Tranulis et al., 1996), truita irisada i carpa

(Panserat et al., 2000a).

Les causes de I'Us ineficient dels carbohidrats de la dieta semblen ser derivades dels
mecanismes sistemics i cel-lulars que modulen la degradacié i la sintesi de glucosa. Malgrat
que el funcionament d'aquests mecanismes encara és motiu de debat i recerca, han estat
varies les hipotesis proposades. Una de les primeres hipotesis fou la possibilitat que els peixos
presentessin nivells inadequats d'insulina. Aquesta hipotesi va ser aviat descartada en comptar
amb anticossos adequats per a determinar el nivells d'insulina en plasma (Gutierrez et al.,
1984; Thorpe i Ince, 1976). Aixi, els peixos presenten nivells d'insulina similars o superiors als

observats en mamifers (Mommsen i Plisetskaya, 1991; Plisetskaya, 1998).

La insulina protagonitza gran part dels desequilibris del control glucemic en peixos.
D'una banda, la secrecié d'insulina no respon adequadament a la glucémia postprandial
(Navarro et al., 2002; Polakof et al., 2011). Es més, diferents estudis constaten que la secrecié
d'insulina és induida amb la ingesta independentment del contingut de carbohidrats d'aquesta

(Capilla et al., 2004; del Sol Novoa et al., 2004; Seiliez et al., 2008). En canvi, la glucosa si és
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efectiva reduint I'excrecié de glucagé (del Sol Novoa et al., 2004; Milgram et al., 1991). D'altra
banda, la insulina sembla tenir un paper menor en la regulacio de la glucolisi i la
gluconeogenesi (Enes et al.,, 2009). Si bé és cert que en peixos l'activitat GK respon
proporcionalment a la ingesta de carbohidrats (Fernandez et al., 2007; Metdn et al., 1999),
aquesta no sembla ser induida per l'accié directa de la insulina (Borrebaek et al., 2003; Capilla
et al., 2003). Pel que fa als enzims gluconeogenics, els diferents experiments realitzats en
peixos no son conclusius de cara al paper de la insulina (Enes et al., 2009; Polakof et al., 2012).
Per contra, en aquests mateixos experiments el glucagd es mostra clarament com a inductor

de la gluconeogénesi en peixos.
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1.3. METABOLISME DELS AMINOACIDS EN PEIXOS

1.3.1. Aspectes generals del metabolisme dels aminoacids

Una majoria d'aminoacids sén desaminats mitjancant reaccions de transaminacié. En
aquestes reaccions, el grup amino de I'aminoacid és transferit a una -ceto acid per produir un
nou aminoacid i I'a-cetoacid corresponent a I'aminoacid original (Figura 2). Aquestes reaccions
son catalitzades per enzims anomenats transaminases. El principal a-cetoacid acceptor de
grups amino ésa -cetoglutarat, I'aminacidé del qual resulta en glutamat. La transaminacié no
comporta una desaminacid neta. La desaminacié directa es produeix principalment a través de
la degradacid del glutamat per la glutamat deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.2). Un cop
desaminats, els esquelets carbonats dels aminoacids s'incorporen al cicle de Krebs, des d'on
poden ser degradats a CO, i H,O o bé derivats a la gluconeogénesi prévia transformacié a

oxaloacetat.

a-cetoacid Glutamat NAD(P)*+H O
Transaminasa GDH
Aminoacid a-cetoglutarat NAD(P)H + H*+ NH;

Figura 2. Esquema de la reaccié de transaminacié d'un aminoacid catalitzada per una transaminasa, i la posterior desaminacio del

glutamat per accié de la glutamat deshidrogenasa (GDH).

1.3.2. Metabolisme dels aminoacids en peixos

Més del 80% dels peixos sOn carnivors i requereixen alts continguts de proteina a la
dieta, depenent de I'espécie d'un 35 a un 55% (Ballantyne, 2001). La naturalesa
predominantment carnivora dels peixos queda reflectida en un metabolisme adaptat a emprar
aminoacids com a principal substrat energetic i gluconeogenic (Ballantyne, 2001; de Silva i
Anderson, 1995). En el cas dels teleostis, el catabolisme dels aminoacids és promogut pel fet
que no precisen gastar energia convertint I'amoni en urea, ja que aquests l'excreten
directament al medi a través de les branquies (de Silva i Anderson, 1995; Kaushik i Seiliez,

2010). Aixi mateix, la conversid de la proteina ingerida en proteina somatica és molt més
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eficient en peixos que no en aus i mamifers (Tacon i Cowey, 1985). En contrast amb I'eficient
us dels aminoacids, la despesa energetica per a la sintesi de proteina és més elevada en peixos
que en mamifers (Kaushik i Seiliez, 2010). En hepatocits de truita irisada, prop d'un 80% del
consum total d'oxigen seria invertit a la sintesi proteica (Pannevis i Houlihan, 1992). Tot i que
aquests dos fets semblen en si una contradiccié, convé recordar que el guany en massa

muscular és el principal contribuidor al creixement dels peixos (Mommsen, 2001).

Segons argumentat per Kaushik i Seiliez (2010), la manca de control del catabolisme
aminoacidic podria ser el principal factor dels elevats requeriments de proteina en peixos. No
obstant, diferents estudis realitzats en peixos assenyalen una modulacié dels enzims del
metabolisme dels aminoacids en resposta de la composicié de la dieta. La reduccid de la
relacié proteina/carbohidrat de la dieta ha demostrat reduir les activitats AST i ALT al fetge de
I'orada (Fernandez et al., 2007; Metdn et al., 1999), de Rhamdia quelen (Bibiano Melo et al.,
2006) i de la tilapia (Gaye-Siessegger et al., 2006). Tot i ser capacos de regular el seu
metabolisme, possiblement els peixos continuen presentant majors taxes d'oxidacié
d'aminoacids que els mamifers. En aquest sentit, a la truita irisada la leucina és oxidada a un

ritme dos cops superior al que s'ha observat en mamifers (Fauconneau i Arnal, 1985).

En peixos, el fetge és I'organ central en la regulacié del metabolisme aminoacidic (Van
den Thillart i van Raaij, 1995), de la mateixa manera que ho és en mamifers (Brosnan, 2003). A
diferéncia dels mamifers, pero, la taxa d'oxidacié dels aminoacids supera amb escreix la
d'incorporacié a glucosa a través de la via gluconeogenica (Ballantyne, 2001). En mamifers,
I'oxidacié completa dels aminoacids al fetge produiria més ATP del realment requerit per
['animal (Brosnan, 2003), per la qual cosa tendeixen a metabolitzar-los a glucosa. En canvi, en
peixos carnivors com el salmd atlantic, les taxes d'oxidacié d'aminoacids com |'alanina arriben
a superar en 10 cops la taxa d'incorporacié en glucosa (Mommsen et al., 1985). Amb tot, i com
exemple del rol d'aguests compostos al metabolisme dels peixos, els aminoacids soén
precursors preferents per a la sintesi de glucosa (Enes et al., 2009; Polakof et al., 2012) i de

lipids endogens (Nagai i lkeda, 1972, 1973).

S'han aconseguit grans progressos en |'optimitzacié de la retencié de la proteina de la
dieta. Una de les estratégies més comunes ha estat manipular la relacié proteina/energia de la
dieta. La reduccié de la relacié proteina/energia mitjancant nutrients no nitrogenats ha
demostrat promoure la retencid proteica en peixos, aixi com reduir I'excrecid de nitrogen

soluble al medi (Dias et al., 1998; Kaushik i Seiliez, 2010). Els greixos sén facilment digerits i
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metabolitzats pels peixos. No obstant, nivells massa elevats en dieta poden derivar en una
acumulacié excessiva de greixos corporals i en un menor creixement (McGoogan i Gatlin I,
1999, 2000). Com ja s'ha detallat anteriorment, la incorporacid de carbohidrats es veu limitada

per la naturalesa carnivora del metabolisme hepatic dels peixos.

Els requeriments en aminoacids essencials son coneguts per a un grup relativament
reduit d'espécies, entre elles l'orada. Els reptes nutricionals amb els quals es troba
I'aqiiicultura sén nombrosos, com també ho és la varietat d'espécies criades i engreixades
actualment. Per tant, tot sovint la comunitat cientifica no abasta a determinar els
requeriments nutricionals de cadascuna de les espécies. A més a més, resulta dificil establir
una metodologia estandarditzada per aquests tipus d'experiments. El requeriment en un
aminoacid essencial esta summament condicionat per la composicié quimica i la formulacié de
la dieta (Kaushik i Seiliez, 2010). Una de les assumpcions de I'estudi de la nutricié de peixos és
que els requeriments en aminoacids essencials s'ajustarien a la propia composicié del peix. No
obstant, el perfil d'aminoacids essencials del cos dels peixos guarda molta més similitud entre

especies que no pas els requeriments nutricionals (Kaushik i Seiliez, 2010).

Pocs experiments han tractat la influencia dels aminoacids no essencials sobre aquests
requeriments (Kaushik i Seiliez, 2010). Coneéixer el requeriment dels aminoacids essencials no
és tan evident com podria semblar. Alguns aminoacids essencials son transformats en no
essencials si aquests darrers manquen (de Silva i Anderson, 1995). Com a resultat, el
requeriment de la dieta d'un acid essencial pot reflectir la suma del seu propi requeriment i del
d'altres aminoacids no essencials dels quals és precursor. Un balan¢ adequat entre aminoacids
essencials i no essencials ha demostrat millorar la retencid proteica en diferents especies de

peix (Aragdo et al., 2004; Gémez-Requeni et al., 2003; Green et al., 2002).
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1.4. METABOLISME DEL GLUTAMAT | LA GLUTAMINA

La glutamina i el glutamat sén dos aminoacids no essencials (AANE) considerats avui en
dia com a aminoacids funcionals degut a la seva rellevancia en la fisiologia i metabolisme dels

animals (Rezaei et al., 2013; Wu, 2010).

El glutamat juga un rol clau en el metabolisme aminoacidic a través de la seva conversid
en a-cetoglutarat o en altres AANE (Figura 3), per mitja de diverses transaminases i la glutamat
deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.2) (Brosnan, 2000; Brosnan i Brosnan, 2009). Mitjancant
aquests enzims, els esquelets de carboni dels aminoacids poden emprar-se per alimentar el
cicle de Krebs o poden ser desviats cap a la produccié de glucosa a través de la via
gluconeogenica. A més a més, el glutamat és un important precursor del glutatio, un dels
principals antioxidants intracel-lulars, i actua com a molécula senyalitzadora de la regulacié de
I'apetit, de la digestid i del funcionament del sistema nervids central del mamifers (Brosnan i

Brosnan, 2013; Burrin i Stoll, 2009; Torii et al., 2013).

Per altra banda, la glutamina pot ser sintetitzada a partir del glutamat per la glutamina
sintetasa (GS, EC 6.3.1.2), i degradada a glutamat per la glutaminasa (GLS, EC 3.5.1.2)
(Newsholme et al., 2003). En mamifers, la sintesi i el catabolisme de la glutamina participen al
manteniment de I'homeostasi acid-base i de I'amoni (Taylor i Curthoys, 2004). La glutamina
resulta quasi essencial per a la proliferacié de cel-lules com a substrat energetic i com a
precursora de nucleotids purinics i pirimidinics (Li et al., 2009b; Wu et al., 2011). La recerca en
mamifers ha revelat que el metabolisme de la glutamina activa la diana de rapamicina mTOR
(en anglés mammalian target of rapamycin), una Ser/Thr proteina quinasa implicada en el
creixement cel-lular, el metabolisme i la sintesi proteica (Duran i Hall, 2012; Fumarola et al.,

2005; Wu et al., 2013).
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Glutamina Figura 3. Mapa conceptual del metabolisme del glutamat i la

ADP + Pi glutamina. Les transaminases i la glutamat deshidrogenasa
(GDH) controlen la conversié db -cetoglutarat en glutamat i
viceversa. La glutamina sintetasa (GS) catalitzen la unié d'un

NH,+ ATP grup amino (NH;) en glutamat per a formar glutamina. La

Glutamat glutaminasa (GLS) catalitza la conversié de la glutamina en

NAD(P)*+ H Q o-cetoacid  glutamat amb la concomitant alliberament d'amoni (NHs).
Transaminases
NAD(P)H + H'+ NH, Aminoacid

o-cetoglutarat

1.4.1. Rellevancia del glutamat i la glutamina en nutricié animal

La recerca dels requeriments d'aminoacids en peixos s'ha centrat habitualment en els
aminoacids essencials (AAE), doncs aquests no poden ser sintetitzats per animals i la seva
deficiencia afecta negativament el creixement del peix, aixi com la salut i el desenvolupament
(Li et al., 2009b). No obstant aix0, cada cop sén més els estudis que evidencien un paper clau
dels aminoacids no essencials (AANE) en la nutricié dels peixos. Com s'ha pogut comprovar
amb diferents espécies de peixos, uns nivells optims d'AANE milloren I'Us de la proteina de la
dieta i el creixement (Green et al., 2002; Peres i Oliva-Teles, 2006; Schuhmacher et al., 1995).
Certament, sén diversos els estudis que indiquen que uns nivells adequats d'AANE estalvien
part dels AAE de ser oxidats pel peix (Abboudi et al., 2009; Conceicdo et al., 2002; Kim et al.,
1992; Rgnnestad et al., 2003). Malgrat que hi ha pocs estudis entorn al rol metabolic d'un
AANE especific, els resultats publicats a dia d'avui indiquen que vies metaboliques com la
gluconeogenesi i la lipogénesi poden resultar-ne afectades (Figueiredo-Silva et al., 2010;

Kirchner et al., 2003; Moyano et al., 1991).

L'efecte de complementar dietes amb glutamat i glutamina ha estat préviament estudiat
en mamifers, principalment en garrins. Per contra, el nombre d'estudis en peixos és més aviat
escas. En ambdds casos, la major part de la recerca publicada en aquest camp es centra en el
seu rol com a font energética als intestins (Ando, 1988; Blachier et al., 2009; Burrin i Stoll,
2009; Reeds et al., 2000), i els efectes beneficiosos sobre el manteniment de I'estructura i la
funcié intestinal (Cabrera et al., 2013; Cheng et al., 2011; Cheng et al., 2012; Pohlenz et al.,
2012; Qiyou et al., 2011; Rezaei et al.,, 2013; Wu et al.,, 2011; Yan i Qiu-Zhou, 2006). No
obstant, una part significant del glutamat i la glutamina absorbida per l'intesti aconseguiria
arribar al fetge (Brosnan, 2003), el principal organ involucrat en la regulacié del metabolisme

de I'animal en resposta a la composicio de la dieta.
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Diferents investigacions en garrins han demostrat clarament que la suplementaciéo amb
glutamina i glutamat millora I'eficiencia de I'aliment i el creixement de I'animal, mentre que
I'efecte en el creixement de peixos no és encara concloent. Pel que fa a la suplementaciéo amb
glutamat, hi ha resultats contradictoris; alguns estudis informen d'un augment del creixement
als peixos (Hughes, 1985; Oehme et al., 2010), altres parlen de reduccié (Fauconneau, 1988;
Figueiredo-Silva et al., 2010; Mambrini i Kaushik, 1994), i finalment n'hi ha que assenyalen una
manca d'efecte. Contrariament, la major part dels estudis publicats suggereixen que la
glutamina actua com a promotor del creixement en peixos (Cheng et al., 2012; Qiyou et al.,

2011; Schuhmacher et al., 1995; Wang et al.,, 2011; Yan i Qiu-Zhou, 2006).
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1.5. INGREDIENTS VEGETALS COM A FONTS DE PROTEINA ALTERNATIVES A LA FARINA DE PEIX

Si vol consolidar-se com a explotacid economicament i ecologicament sostenible, la
piscicultura ha de deslligar-se de la pesca a través de la substitucié de la farina de peix per
altres fonts de proteina. D'igual manera que la ramaderia s'abasteix de productes agricoles per
a alimentar el bestiar, I'aqiicultura també hauria de formular dietes amb ingredients la
produccio dels quals pugui ser planificada i predictible. Des d'aquesta perspectiva, sembla logic
pensar que aquests mateixos productes agricoles podrien ser inclosos en pinsos per a peixos.
No obstant, la seva idoneitat com alternatives a la farina de peix dependra, per una banda, que
la seva composicid nutricional s'ajusti a les necessitats fisiologiques del peix i, per l'altra banda,

que siguin ampliament disponibles en el mercat i a preus competitius.

Ja a mitjans dels anys 70 es realitzaren estudis als quals es proposava la substitucié
parcial de farina de peix per ingredients vegetals. Aquests primers treballs foren realitzats en
salmonids, fonamentalment truita irisada (Oncorhynchus mykiss), i la font de proteina vegetal
escollida fou la farina de soja (Cho et al., 1974; Dabrowska i Wojno, 1977; Ketola, 1975;
Rumsey i Ketola, 1975). Els resultats obtinguts van portar als investigadors a la conclusié que
substitucions del 30-50% de la farina de peix per farines vegetals (depenent de les condicions
experimentals) perjudicaven el creixement i I'eficiencia alimentaria dels peixos. Les causes
d'aguest pobre rendiment nutricional foren atribuides a caréencies en certs nutrients,
fonamentalment aminoacids essencials, i a la presencia de compostos amb activitat

antinutricional.

Fins el dia d'avui s'han portat a cap nombrosos estudis amb diferents espécies d'interés
aquicola, entre elles I'orada, en els quals s'ha avaluat la viabilitat de diferents ingredients
d'origen vegetal: extractes proteics de cereals com l'arros, el blat i el blat de moro; aixi com
farines i extractes proteics de llegums com la soja o el pésol. Atées que cadascun d'aquests
ingredients posseeix caracteristiques nutricionals propies, tant positives com negatives, alguns
investigadors recomanen |'Us de mescles de diversos ingredients vegetals, de tal manera que
es complementin entre ells i en resulti una dieta nutricionalment més equilibrada (Fournier et
al., 2004; Martinez-Llorens et al., 2012; Sanchez-Lozano et al., 2009). Per exemplificar aquest
fet, s'analitzaren per aquesta tesi els resultats de creixement d'un recull de 23 treballs
realitzats en peixos alimentats amb diferents graus de substitucié de farina de peix. Tal i com

es representa a la Figura 4, en distingir els treballs que empraren una unica font de proteina
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vegetal d'aquells que empraren una mescla d'ingredients vegetals, s'evidencia la conveniéncia

d'utilitzar mescles d'ingredients vegetals com a alternativa a la farina de peix.
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Figura 4. Relacid entre graus de substitucié de
farina de peix i creixements normalitzats
respecte a la dieta control 100% farina de
peix. Els cercles plens (@) corresponen als
creixements de peixos alimentats amb una
mescla d'ingredients vegetals, els cercles
buits (O) als alimentats amb un sol ingredient
vegetal. La linia continua representa el model
quadratic que ajusta els valors @, Ia
discontinua el corresponent als valors O.
Dades recollides de Carter et al. (2012);
Chatzifotis et al. (2008); Dabrowska i Wojno
(1977); De Francesco et al. (2007); Dias et al.
(2009); Dimitroglou et al. (2010); Gomez-
Requeni et al. (2005); Gomez-Requeni et al.
(2004); Kissil et al. (2000); Kokou et al. (2012);
Larsen et al. (2012); Martinez-Llorens et al.
(2009); Martinez-Llorens et al. (2012); Nengas
et al. (1996); Pereira i Oliva-Teles (2003);
Pereira i Oliva-Teles (2004); Robaina et al.
(1995); Robaina et al. (1997); Sanchez-Lozano
et al. (2009); Sanchez-Lozano et al. (2011);
Sénchez-Lozano et al. (2007); Santigosa et al.

(2008); Vilhelmsson et al. (2004).

Gracies al coneixement acumulat al voltant dels requeriments nutricionals dels peixos i

les deficiéncies dels ingredients vegetals, el rendiment de les dietes amb substitucié parcial de

farina de peix per aquests tipus d'ingredients ha millorat significativament. Tal com s'il-lustra a

la Figura 5, per a un mateix nivell de substitucid de farina de peix, els estudis posteriors a I'any

2003 presentaren millors resultats de creixement que aquells publicats amb anterioritat.

Alhora, aquests avencos han permes que les formulacions proposades pels investigadors fossin

cada cop més ambicioses. Per aquest motiu, avui dia gran part dels estudis en nutricié de

peixos treballen amb substitucions de farina de peix superiors al 75%. En algunes espécies,

com la truita irisada (Oncorhynchus mykiss) o la cobia (Rachycentron canadum), s'ha

aconseguit dissenyar dietes compostes de proteina exclusivament vegetal, amb valors

nutricionals equiparables als de dietes a base de farina de peix (Lee et al., 2010; Salze et al.,

2010).
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Figura 5. Relacid entre graus de substitucié de

farina de peix i creixements normalitzats
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Sanchez-Lozano et al. (2007); Santigosa et al.

(2008); Vilhelmsson et al. (2004).

1.5.1. Avantatges dels ingredients vegetals

Al llarg de les dues darreres décades, la produccié pesquera mundial s'ha estabilitzat al
voltant dels 90 milions de tones (Mt). Aproximadament un 30% d'aquestes captures és
destinat a la produccié de farina i oli de peix, la qual cosa resulta en unes produccions de 5 Mt
de farina de peix i 1 Mt d'oli de peix (FAO, 2014). Paral-lelament, la produccié agricola de
cereals i oleaginoses ha anat creixent a raé d'un 1,8 i un 4,9% anual, respectivament (Figura 6).
D'aquesta manera, entre 1990 i 2013 la produccié agricola s'incrementa de 1.952 a 2.457 Mt
en el cas dels cereals (un increment acumulat del 42%), i de 291 a 608 Mt en el cas de les

oleaginoses (un increment acumulat del 108%).

Certament, un dels grans avantatges del sector agricola és la seva capacitat d'augmentar
la produccio invertint més esforcos i recursos, ja sigui sembrant més superficie de cultiu o
millorant la productivitat dels cultius existents (Figura 6). Pel contrari, per més que hagi
augmentat l'esfor¢ pesquer des dels anys 70, les captures no s'han vist millorades, a

conseqliencia de la sobreexplotacio i esgotament de les pesqueries (Anticamara et al., 2011).
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Una altra avantatge de les farines derivades de cereals i oleaginoses és que tenen un
preu baix en relacié amb la farina de peix. Prenent com a exemple la farina de soja (Figura 7),
el seu preu entre els anys 2004 i 2012 es va situar, de mitjana, en valors 3,7 vegades inferiors
als de la farina de peix. En els periodes 2006-2007 i 2009-2010, pero, el preu de la farina de
peix s'alca abruptament fins a superar en més de 5 vegades el preu de la farina de soja.
Aquestes fluctuacions de preu més intenses foren causades per caigudes en la produccid

mundial de farina de peix, que coincidiren amb episodis de E/ Nifio (Asche et al., 2013).

Els ingredients vegetals son, en general, relativament pobres en proteina. Per aixo és
freqlent trobar formulacions de dietes per a peixos amb glutens de cereals i concentrats
proteics d'oleaginoses. El procés de refinament d'aquest ingredients, a més de concentrar la
proteina del vegetal, serveix també per a reduir el contingut de components poc o gens
nutritius. Malauradament, també I'encareix i en redueix la seva competitivitat envers la farina
de peix. Amb tot, la competéencia i la demanda mundial de farina de peix continuen creixent i,
per tant, també n'augmenta el preu. Conseglientment, els concentrats proteics i els glatens

van guanyant rellevancia com a fonts alternatives de proteina.
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Figura 6. Creixement acumulat (%) de la produccié mundial, la superficie cultivada i el rendiment dels cultius de cereals (en color

taronja) i oleaginoses (en color verd). Dades recollides de la base de dades de la FAOSTAT (2014).
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1.5.2. Deficiéncies nutricionals dels ingredients vegetals

Es ben sabut que el creixement i I'eficiéncia alimentaria dels peixos es redueixen en
alimentar-los amb elevades substitucions de farina de peix per ingredients vegetals. A excepcié
d'unes poques espécies de peixos herbivors (Tolentino-Pablico et al., 2008), els peixos no
acostumen a incloure vegetals terrestres a la seva dieta natural. Sent aixi, sembla logic que les
caracteristiques nutricionals dels ingredients vegetals no s'ajustin a les necessitats dels peixos.
Les principals deficiéncies nutricionals dels ingredients vegetals son: els perfils inadequats
d'aminoacids essencials i la presencia d'alts continguts en compostos amb poc o nul valor

nutricional.

Com ja s'ha mencionat, els aminoacids essencials son aquells aminoacids que no poden
ser sintetitzats de novo per l'organisme, per tant han de ser proveits a través de la dieta.
L'efecte més visible i recorrent de la deficiéncia d'un d'aquests aminoacids a la dieta és la
reduccié del creixement. No obstant, depenent de I'aminoacid en qiestid, la caréncia pot
arribar a afectar altres processos fisiologics relacionats amb la resposta immunologica, la
reproduccido o el comportament (Li et al.,, 2009a). La farina de peix aporta quantitats i
proporcions d'aminoacids essencials ideals per a I'0ptim creixement dels peixos. En canvi, les

proteines vegetals acostumen a ser deficitaries en un o diversos aminoacids essencials.

A la Taula 1 es presenta la composicié d'aminoacids essencials de diferents ingredients
per a dietes i es contraposen als requeriments de I'orada. Tal com es pot observar, la farina de

peix satisfa tots els requeriments nutricionals de I'orada. Per contra, els ingredients vegetals
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presenten deficieéncies en el contingut de certs aminoacids, especialment en lisina i metionina,
a més de desequilibris pel que fa a llurs proporcions. L'exemple més clar d'un perfil
d'aminoacids desequilibrat el representa el gluten de blat de moro, amb només un 0.5 %
d'arginina, la qual és present a la resta d'ingredients en proporcions superiors al 5%; i un 17.3%
de leucina, la qual representa menys del 10% de la proteina de la resta d'ingredients. Tot i que
cadascun d'aquests perfils d'aminoacids presenta certes singularitats, es poden distingir dues
tendéncies: els ingredients procedents de cereals acostumen a ser rics en metionina pero
pobres en lisina, mentre que els ingredients derivats de lleguminoses son rics en lisina i pobres
en metionina. Aquest és I'argument principal per a recomanar la combinacié de proteines de
cereals i lleguminoses per a substituir eficagment la farina de peix (Sanchez-Lozano et al.,

2009).

Taula 1. Composicié en aminoacids essencials de diferents ingredients i requeriments nutricionals de I'orada.

Concentracions expressades en g/100 g de proteina.

Requeriments Farina de 2 . 5 Gluten blat
) , cps cPP CPA .
orada peix de moro

Arg 5.4 5.4 7.1 11.5 8.3 0.5
His 1.7 2.9 2.5 15 2.2 1.8
Lys 5.0 6.8 5.4 8.7 2.1 1.8
Thr 2.8 4.1 3.9 4.7 3.7 3.7
lle 2.6 3.6 4.0 5.7 4 4.2
Leu 4.5 6.4 6.9 9.6 7.8 17.3
Val 3.0 4.2 4.2 6.1 6 4.5
Met 2.4 2.8 1.7 1.2 2.9 2.4
Phe + Tyr 29 7.3 9.2 9.6 8.2 7.4

CPS: concentrat proteic de soja; CPP: concentrat proteic de pésol; CPA: concentrat proteic d'arros.

! Extret de Kaushik (1998).

2 A partir d'analisis propies, Super-Prime fish meal (Corpesca S.A, Chile).
3 A partir d'analisis propies, Soycomil-FG (ADM Company, EUA).

4-3 Extrets de Sdnchez-Lozano et al. (2009).

6 Extret de Pereira i Oliva-Teles (2003).

Afortunadament, el problema d'un perfil inadequat d'aminoacids essencials pot ser
resolt en complementar la dieta amb el o els aminoacids deficitaris. Malgrat augmentar els
costos de produccié del pinso, aquests suplements restauren el creixement i I'eficiencia
alimentaria de peixos alimentats amb proporcions relativament elevades (50-75%) de proteina

vegetal (Fournier et al., 2004; Gomez-Requeni et al., 2004). No obstant, altres caracteristiques
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de la composicié quimica dels vegetals continuen impedint la substitucio total i efectiva de la

farina de peix a les dietes aquicoles.

Els ingredients vegetals contenen, en menor o major mesura, una fraccié de compostos
poc o gens digeribles sense la intervencié d'una microflora intestinal especialitzada, com
succeeix en mamifers herbivors com els remugants. Els peixos generalment no presenten
aquest tipus d'organismes simbionts, tot i aixi, hi ha evidéncies d'un cert grau de fermentacié
bacteriana a l'intesti de diversos peixos herbivors (Clements et al., 2009). Entre aquests
compostos no nutritius trobem polimers com la lignina i les pectines, polisacarids indigeribles
com la cel-lulosa i els arabinoxilans, oligosacarids com la sucrosa i la rafinosa, i acid fitic
(Francis et al., 2001; Gatlin et al., 2007; Knudsen, 1997). L'acid fitic representa la major reserva
de fosfor en els ingredients vegetals. Malauradament, és poc o gens hidrolitzable al tracte
digestiu dels peixos (Gatlin et al., 2007). Amb excepcié de I'acid fitic, la resta de compostos

formen part de la coneguda fibra alimentaria segons la definicié de DeVries (2003).

Entre els inconvenients de la fibra alimentaria i I'acid fitic, el més evident és que es
desaprofita una fraccié de la dieta que podria ser destinada a nutrients valuosos per al peix.
Aquest fet és especialment greu amb les farines vegetals, la qual cosa ha fomentat I'Us
d'ingredients vegetals amb una major densitat proteica, com és el cas dels glutens de cereals i
els concentrats proteics d'oleaginoses. Alhora, aquests compostos presenten altres propietats
que afecten el procés digestiu dels peixos. Els polisacarids no digeribles que componen la fibra
alimentaria (en anglés Non-Starch Polysaccharides, NSPs) i els oligosacarids dificulten
I'absorcié dels nutrients de la dieta, aixi com del colesterol i els acids biliars excretats per
I'intesti durant la digestidé (Francis et al., 2001; Gatlin et al., 2007). Els oligosacarids també
s'associen al desenvolupament d'enteritis en peixos alimentats amb soja (Gatlin et al., 2007).
Per la seva banda, I'acid fitic s'uneix a proteines i en dificulta la seva digestié (Francis et al.,
2001). Diferents estudis han avaluat la possibilitat de tractar o complementar les dietes
vegetals amb enzims capagos d'hidrolitzar aquests compostos. A Dalsgaard et al. (2012), la
inclusié de diferents hidrolase§ ( -glucanasa, B-xilanasa i serina proteasa) va millorar la
digestibilitat de les dietes amb farina vegetal ingerides per truites irisades. En el cas de |'acid
fitic, la complementacié o el pretractament amb fitasa ha demostrat millorar la digestibilitat
del fosfor i la proteina en dietes vegetals per a diferents especies de peix (Oliva-Teles et al.,
1998; Sajjadi i Carter, 2004; Vielma et al., 2002; Wang et al., 2009). La digestibilitat de la dieta
no només compromet el creixement de I'animal, sind que també contribuiria a l'impacte de

I'explotacid piscicola sobre l'ecosistema que el circumda. Dietes vegetals amb una baixa
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digestibilitat suposen una major descarrega de nutrients al medi a través de les femtes. A
causa dels impactes sobre la digestibilitat de la dieta, alguns components de la fibra

alimentaria també es classifiquen sovint com a factors antinutricionals.

1.5.3. Factors antinutricionals dels ingredients vegetals

Molts vegetals han desenvolupat la capacitat de sintetitzar metabolits que afecten
negativament la nutricié i la salut dels animals que proven d'ingerir-los (Makkar, 1993).
Aquests compostos, denominats comunament com factors antinutricionals, han demostrat
reduir el creixement i |'eficiencia alimentaria dels peixos (Costas et al., 2014; Francis et al.,
2002; Francis et al., 2001; Gatlin et al., 2007; Krogdahl et al., 2010). D'acord amb Francis et al.
(2001), els factors antinutricionals poden ser classificats en quatre grups segons el tipus

d'activitat antinutricional, els quals es recullen a la Taula 2.

Taula 2. Exemples de factors antinutricionals classificats segons la seva accié.

.z . a-a 0o 1
Acci6 antinutricional Principals representants

Reduccié digestibilitat i utilitzacié de la proteina
Inhibidors de proteases, tanins i lectines
de la dieta

Reduccié digestibilitat i utilitzacié dels minerals
Gosipol, oxalats, glucosinolats

de la dieta
Antivitamines Contra vitamines A, B1, B6,B12,Di E
Activitats diverses: toxics, alergénics, Micotoxines, cianogens, nitrats, alcaloides,
hipocolesterolémics, etc. inhibidors d'amilases, fitoestrogens i saponines.

! Classificacié en base a Francis et al. (2001). Llistats d'antinutrients completats amb la informacié disponible a de

Silva i Anderson (1995).

Existeixen diferents estratégies per a disminuir les concentracions dels factors
antinutricionals als ingredients vegetals. D'entre les estratégies de menor dificultat técnica, el
tractament amb calor i el rentat amb dissolvents (aigua i alcohol) sén ampliament emprats en
I'elaboracié de concentrats proteics vegetals. L'activitat d'alguns antinutrients de naturalesa
proteica com els inhibidors de proteases o les lectines poden ser anul-lades mitjangant calor,
en canvi, altres compostos més refractaris com les saponines o antigens proteics han de ser
eliminats per altres mitjans (Francis et al., 2001). L'extraccié amb alcohol és efectiva reduint les

concentracions de saponines, oligosacarids i fitoestrogens dels ingredients vegetals (Gatlin et
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al.,, 2007; Krogdahl et al., 2010). Els alcaloides i altres compostos de naturalesa polar son
preferiblement eliminats amb aigua (Krogdahl et al., 2010). Altres estrategies més innovadores
contemplen la fermentacid microbiana o l'enginyeria genética (Francis et al., 2002). La
fermentacié bacteriana de la farina de soja ha demostrat restaurar la funcié i la morfologia de
I'intesti dels peixos, organ particularment sensible als factors antinutricionals (Matsunari et al.,
2010; Nguyen et al., 2013). Pel que fa a la modificacid genética en vegetals per a consum huma
i animal, aquesta ha estat dirigida cap a la millora del rendiment de la produccié agricola, no
en la millora del valor nutricional. Tal i com indiquen els treballs publicats fins ara, els vegetals
modificats genéticament per a resistir plagues i herbicides no beneficien ni perjudiquen el

creixement del peixos (Sissener et al., 2011).
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1.6. LA TAURINA: UN NUTRIENT ESSENCIAL EN LA DIETA DELS PEIXOS

1.6.1. Aspectes generals i funcions fisiologiques

La taurina és un acid organic derivat de la cisteina. El compost conserva el grup amino de
la cisteina, pero presenta un grup sulfonat a la posicié que correspondria al grup carboxil
(Figura 8). Per tant, la taurina no és considerada com a aminoacid sensu stricto. Es més,
I'abséncia de grup carboxil impedeix que pugui formar enllagos peptidics, per tant no pot

formar part de cadenes peptidiques.

Cys Tau
o i
S
HSAHLOH HO™ \(\)\/\ NH,
NH,

Figura 8. Formula quimica de la cisteina (Cys) i la taurina (Tau).

En animals, la taurina és present en altes concentracions al plasma i a nombrosos teixits.
Juga papers clau en una gran varietat de processos fisiologics com sén el desenvolupament del
sistema nervids central i la retina, la regulacié del volum cel-lular i la concentracié intracel-lular
de calci, I'estabilitzaci6 de membranes, el metabolisme dels lipids i els carbohidrats, la
reproduccio i la resposta immune (De la Puerta et al., 2010; Huxtable, 1992; Ripps i Shen,

2012; Schuller-Levis i Park, 2003).

Les cel-lules animals difereixen de les vegetals en |'absencia de paret cel-lular. Aquest fet
fa necessaria una regulacié més estreta de la pressié osmotica i el volum cel-lular. L'equilibri
osmotic és controlat mitjancant l'intercanvi d'osmolits entre el citosol i I'exterior de la cel-lula.
Formant part d'aquest osmolits tenim ions inorganics, com el sodi i el clor, i molecules
organiques de baix pes molecular, com la urea, els aminoacids o la taurina. A diferéncia dels
mamifers, la taurina és clau en els processos d'osmoregulacié en peixos i invertebrats marins
(Huxtable, 1992; Ripps i Shen, 2012). Durant el procés, pero, altres osmolits intervenen en el
transport de la taurina a través de la membrana. En aquest sentit, el transport de taurina ha
estat relacionat amb I'estrés osmotic derivat de la diabetis (De la Puerta et al., 2010).
Concretament, les elevades concentracions de glucosa extracel-lular promourien |'alliberament

de taurina, a mode de compensacié per I'acumulacié de sorbitol a dins de la cel-lula (Franconi
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et al., 2004). L'esgotament del reservori intracel-lular de taurina sembla ser la causa de certes

patologies associades a la diabetis en humans (De la Puerta et al., 2010).

La taurina s'uneix a d'altres metabolits al fetge i n‘augmenta la seva polaritat. D'una
banda, la taurina reacciona amb el grup carboxil dels acids biliars i els confereix la naturalesa
amfipatica que els permet formar micel-les a la llum intestinal. D'aquest manera, la taurina
participa activament en I'absorcié dels greixos i les vitamines liposolubles de la dieta (Chiang,
2009; Hofmann i Hagey, 2008). D'una alta banda, la taurina també reacciona amb els dos grups
carboxils de la bilirubina i, en augmentar la seva solubilitat en aigua, facilita la seva excrecié
des del fetge cap a la bilis (Goto et al., 2001b). Aixi com en mamifers la bilirubina es conjuga
principalment amb I'acid glucuronic, en peixos aquest paper l'interpreta la taurina (Goto et al.,

2001b; Takagi et al., 2008; Takagi et al., 2011; Takagi et al., 2006b).

A l'interior de les cel-lules es generen de forma natural compostos amb activitat
citotoxica. Es tracta de compostos altament reactius produits durant la reduccid de I'oxigen en
aigua per part de la citocrom c oxidasa. L'activitat antioxidant de la taurina és ben coneguda i
es desenvolupa a diferents nivells. La taurina mateixa ha estat identificada com a
neutralitzadora directa de I'acid hipoclorés (Salze i Davis, 2015). També evidencia certa
capacitat per a neutralitzar especies reactives d'oxigen (en angles Reactive Oxygen Species,
ROS). D'altra banda, la taurina també pot actuar per vies indirectes en el manteniment de
I'estatus antioxidant de la cél-lula. La taurina contribueix al manteniment dels nivells de
cisteina, aminoacid precursor d'un important antioxidant intracel-lular com és el glutatio (Roy i
Sil, 2012; Timbrell et al., 1995). Alhora, com a estabilitzadora de membranes evita possibles
canvis en la permeabilitat de la membrana ocasionats per estrés oxidatiu (Roy i Sil, 2012). La
diabetis freqlentment deriva en estres oxidatiu a causa de la reduccié de la concentracio
d'antioxidants, la qual cosa fa necessari el subministrament d'antioxidants exogens (De la

Puerta et al., 2010).

1.6.2. La taurina com a additiu alimentari en dietes vegetals

A excepcié de gats i primats, els mamifers son capacos de sintetitzar taurina endogena
en quantitats suficients per a satisfer les seves necessitats fisiologiques (Schuller-Levis i Park,
2003). La taurina se sintetitza a partir de la cisteina, un aminoacid procedent de la degradacio
de la metionina. La biosintesi de taurina es produeix principalment al fetge (Stipanuk, 2004).
En el procés, la cisteina pot ser oxidada a sulfinat de cisteina (CSA) per la cisteina dioxigenasa

(CDO, EC 1.13.11.20). La descarboxilacié de la CSA a través de la CSA-descarboxilasa (CSD, EC
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4.1.1.29) produeix hipotaurina, la qual és posteriorment oxidada a taurina (Figura 9). El ritme
de sintesi de la taurina ve donada per |'activitat de la CSD. L'activitat de la CDO i la CSD ha estat
detectada a diferents especies de teleostis (Goto et al., 2001a; Goto et al., 2001c; Wang et al.,
2014; Watson et al., 2014; Yokoyama et al., 2001). Les activitats de tots dos enzims varien
segons l'espécie estudiada, la qual cosa sembla estar inversament relacionada amb els
requeriments de proteina del peix. A Yokoyama et al. (2001), I'activitat CSD a la truita irisada
va superar a la de Paralichthys olivaceus i Pagrus major, mentre que a Seriola quinqueradiata i
bonitol llistat no se'n va detectar activitat. La mateixa tendéncia va ser observada per Goto et
al. (2001c) amb algunes d'aquestes espécies, a més d'algunes altres. No obstant, la taxa de
sintesi de taurina dels peixos podria no ser suficient per a satisfer les seves necessitats
fisiologiques. En ser comparades amb I'activitat CSD en rata i ratoli, les activitats observades
en peixos resulten ser d’11 a més de 100 vegades inferiors, en funcié de I'especie (Yokoyama

et al., 2001).

0, co, 120,

Metionina [==p| Cisteina ACSA Hipotaurinapb Taurina
CDO CsD

Figura 9. Mapa conceptual de la sintesi de taurina. Es representen amb fletxes negres les reaccions catalitzades per la cisteina

dioxigenasa (CDO) i la sulfinat de cisteina descarboxilasa (CSD). CSA és I'abreviacié de sulfinat de cisteina.

La taurina és un nutrient abundant a la farina de peix, pero practicament absent als
ingredients vegetals (Spitze et al., 2003). La manca de taurina a la dieta, juntament a la
limitada capacitat dels peixos per a sintetitzar taurina, han estat proposades com a causes del
baix rendiment nutricional dels ingredients vegetals. Al llarg de la darrera decada, nombrosos
estudis han demostrat que la inclusié de taurina en dietes a base de proteina vegetal millora
notablement el creixement dels peixos (Brotons Martinez et al., 2004; Chatzifotis et al., 2008;
Gibson Gaylord et al., 2007; Jirsa et al., 2014; Kim et al., 2014; Kim et al., 2008a; Kim et al.,
2005a; Kim et al., 2003; Kim et al., 2005b; Lim et al., 2013; Lunger et al., 2007; Nguyen et al.,
2013; Takagi et al., 2008). En canvi, en dietes de farina de peix, aquesta tendéncia no és tan
clara (Gaylord et al., 2006; Kato et al., 2014; Watson et al., 2014), probablement perque la
farina de peix ja proveeix quantitats suficients de taurina. A Seriola quinqueradiata, la inclusié
de taurina va permetre substituir completament la farina de peix per concentrat proteic de
soja, sense que aixd afectés significativament el creixement i I'eficiéencia alimentaria de
I'animal (Takagi et al., 2008). Pel que fa a altres alteracions fisiologiques recurrents en peixos,

la taurina ha demostrat alleugerar I'acumulacié de pigments biliars al fetge en Seriola
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quinqueradiata i Pagrus major (Goto et al., 2001b; Takagi et al., 2011; Takagi et al., 2006a;
Takagi et al., 2006b). D'altra banda, la taurina milloraria l'estatus redox i la resposta
antioxidant dels peixos contra I'estres oxidatiu (Bafiuelos-Vargas et al., 2014; Espe i Holen,
2013; Feidantsis et al., 2014b), tal com succeeix en mamifers (Obrosova i Stevens, 1999; Rashid
et al., 2013; Ripps i Shen, 2012). Tots aquests estudis indiquen que la taurina podria ser un

nutrient essencial en peixos alimentats amb proteina vegetal.
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L'orada (Sparus aurata) és el peix més produit pel sector aquicola en la regid
mediterrania. Concretament, a I'any 2013, la produccié total d'aquesta espécie al Mediterrani
va ser quantificada en 152 mil tones, la qual cosa va representar el 54% del la produccié de
peixos marins a la zona (FEAP, 2014a, b). Com a espécie carnivora, I'orada té uns elevats
requeriments de proteina a la dieta. Segons les estimacions realitzades per Sabaut i Luquet
(1973), les orades requereixen una proporcié de proteina a la dieta del 40%. No obstant, la
satisfaccié dels requeriments nutricionals de proteina depén de la quantitat de pinso ingerit, el
gual ve determinat en gran mesura pel contingut energetic de la dieta (Lupatsch et al., 2001).
Aixi doncs, la proporcié de proteina amb qué s'ha de formular la dieta variara segons el seu
contingut en greixos i carbohidrats i segons el regim d'alimentacié: ad libitum o racions fixes
proporcionals al pes. Es per aixd que, per tal de garantir unes taxes de creixement maximes, els
pinsos per a juvenils d'orada solen contenir proporcions de proteina superiors al 45% (Figura
10). No obstant, ingestes de proteina superiors a les requerides per al creixement de I'orada
podrien derivar en majors taxes de desaminacié d’aminoacids i, per tant, en una major

excrecié d'amoni al medi (McGoogan i Gatlin 1ll, 1999).

Figura 10. Histograma de frequéncies i
204 estadistics descriptius de proporcions de
proteina en dietes experimentals per a

orada. Dades extretes d'un recull de 14

-
[3,]
L

estudis (De Francesco et al., 2007; Dias et
al., 2009; Dimitroglou et al., 2010;
Gomez-Requeni et al.,, 2004; Gdémez-

Requeni et al., 2003; Kokou et al., 2012;
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40 45 50 55 60 Oliva-Teles, 2004; Robaina et al., 1995;
% Proteina dieta Robaina et al., 1997; Sanchez-Lozano et

al., 2009)
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46.91 3.79 46.02 47.80

Deguda a la seva elevada digestibilitat i al seu perfil d'aminoacids essencials, la farina de
peix és l'ingredient ideal per a suplir les elevades demandes de proteina dels peixos carnivors.

Tot i que el seu Us ha anat reduint-se a favor d'alternatives vegetals, I'any 2010 les
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formulacions per a peixos marins encara contenien un 26% de farina de peix (Olsen i Hasan,
2012). Tal i com ha estat exposat a la Introduccid, I'utilitzacié de farina de peix té un elevat
cost ecologic, atés que contribueix a la sobreexplotacié dels recursos pesquers, i economic,
degut a la pujada sostinguda del preu. La reduccio de la proporcié de farina de peix a les dietes
és, per tant, un objectiu inajornable per a garantir la sostenibilitat economica i ecologica del
cultiu d'orada. Dias et al. (2009) i Sdnchez-Lozano et al. (2009) aconseguiren reduir un 60% de
la farina de peix a la dieta sense que aix0 afectés negativament al creixement de les orades. No
obstant aix0, substitucions més ambicioses han demostrat disminuir sensiblement el

creixement de les orades.

L'objectiu principal d'aquesta tesi és contribuir a la recerca de noves estratégies per a
reduir gran part o la totalitat de la farina de peix en pinsos per a orada i, possiblement, per a
altres peixos carnivors. Per a acomplir aquest objectiu es varen utilitzar tres suplements
alimentaris, els quals encara no havien estat provats en orada, pero que havien demostrat ser
eficacos en la millora del creixement i I'eficiencia alimentaria d'altres peixos i animals. Aquests

tres suplements varen ser el glutamat, la glutamina i la taurina.

Partint de les propietats nutricionals d'aquests compostos (veure Introduccid), es va

abordar I'objectiu principal a través de dues estrategies diferents:

1. Optimitzar I'ds de la proteina de la dieta per a creixement mitjangant la inclusié d'un

suplement glutamina i glutamat en dietes a base de farina de peix o de proteina vegetal.

D'aquesta primera estratégia se'n derivaren els seglients objectius especifics:

— Avaluar els efectes del glutamat i la glutamina en el creixement i I'eficiéncia
alimentaria de les orades.

—  Estudiar possibles canvis en la composicié corporal de les orades arran de la
suplementacié amb glutamat i glutamina.

—  Caracteritzar els possibles efectes del glutamat i la glutamina en el

metabolisme intermediari de les orades.

2. Incrementar el valor nutricional de dietes formulades majoritariament o exclusivament

amb proteina vegetal mitjancant la inclusié de taurina.

A partir d'aquesta segona estrategia es plantejaren una série d'objectius especifics:
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Comprovar els possibles beneficis de la taurina en la ingesta, el creixement i
I'eficiencia alimentaria de les orades.

Estudiar els possibles canvis en la composicié corporal de les orades
alimentades amb un suplement de taurina.

Estudiar els efectes de la taurina sobre la digestibilitat de la dieta.

Estudiar els possibles efectes de la taurina en el metabolisme intermediari de

les orades.
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3.1. CONDICIONS DE MANTENIMENT DELS PEIXOS

Els peixos es varen mantenir en aquaris amb aproximadament 210 litres d'aigua de mar
a 35%o de salinitat, ubicats en cambres climatitzades a 192C, procurant-los d'aquesta manera
una estabilitat en la temperatura de l'aigua d'uns 21+0,42C. A més a més, els aquaris
comptaven amb un subministrament constant d'aire mitjangant compressors (400L/h), amb
I'objectiu de garantir-ne uns nivells optims d'oxigen dissolt. La il-luminacié de les cambres es va

programar per a un fotoperiode de 12 hores de llum/foscor.

Els residus procedents de les excrecions dels peixos o de la degradacié del pinso no
ingerit eren eliminats o oxidats biologicament a formes menys toxiques bombejant I'aigua (a
uns 1800L/h) a través d'un filtre extern del tipus Eheim (Figura 11). Aquests filtres constaven
de 3 seccions: una primera formada per material ceramic pords, una segona seccié amb sorra
calcaria i una darrera formada per carbd actiu. D'aquesta manera l'aigua es filtrava
mecanicament pero també quimicament (carbd actiu) i biologicament (bactéries nitrificants),
alhora que es tamponava el seu pH (sorra calcaria). Per tal de controlar la carrega microbiana
de l'aigua, aquesta era esterilitzada mitjancant una lampada de llum ultraviolada situada a la

sortida del filtre, just abans de retornar a I'aquari.

Figura 11. Representacid del sistema de recirculacié i filtracio de I'aigua en els aquaris. Tal i com indiquen les fletxes blaves, I'aigua
era impulsada per una bomba (1) a través del filtre, de baix a dalt. Abans de retornar a l'aquari, I'aigua filtrada era esterilitzada
amb una llum ultraviolada (2) connectada al circuit. L'aire se subministrava mitjangant difusors ceramics (3) connectats a

compressors d'aire.
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Addicionalment, cada 7-10 dies es reemplagava parcialment l'aigua dels aquaris i es

comprovaven aquells factors abiotics que més influencia tenien en la fisiologia dels peixos,

procurant en tot moment I'homogeneitat entre aquaris per tal de minimitzar variabilitats entre

peixos alienes al tractament o a la dieta experimental. A la Taula 3 es mostren els parametres

analitzats i les actuacions corresponents en cas de divergencia respecte a uns rangs optims.

Taula 3. Llistat de parametres fisicoquimics de I'aigua de mar dels aquaris, les incidéncies més freqlients i les mesures de correccid

corresponents.
Incidéncies més
Parametre Rang Medicié Possibles causes Mesures de correccid
freqiients
Termometre (1) Comprovar UV, substituir si és
Temperatura 20.5-21.5°C Massa baixa Falla llum UV
de mercuri necessari.
(2) Durant el canvi parcial d'aigua,
Salinitat 34 - 36 %o Refractometre Massa alta Evaporacié
ajustar amb aigua destil-lada.
Falla llum UV (activitat
(1)
bacteriana)
SERA pH test (3) Comprovar circuit d’aigua en busca
pH 7.5-8.0 (SERA GmbH, Massa baix Baix cabal d'aigua d'obturacions. Obrir filtre i netejar
Alemanya) material filtrant amb aigua de mar.
(4) Revisar bomba i purgar d’aire el
Bomba parada
circuit. Substituir si és necessari.
SERA NH,/NH; Baix cabal d'aigua (3)
test
Amoni 0-0.5mg/L Massa alt
(SERA GmbH, Bomba parada (4)
Alemanya)
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3.2. PREPARACIO DE LES DIETES EXPERIMENTALS

Per a la preparacié de les dietes experimentals, en primer lloc es barrejaven en sec tots
els ingredients durant 5 minuts, a excepcié del clorur de colina, I'oli de peix o el tocoferol. A
continuacioé, i sense deixar de remenar, s'hidratava la barreja amb una quantitat equivalent
d'aigua destil-lada on préviament s'havia dissolt el clorur de colina. Després de 5 minuts
s'afegia I'oli i el tocoferol. Se seguia remenant entre 5 i 10 minuts més, en funcié de la

viscositat de la barreja obtinguda, per tal de garantir una massa de composicié homogenia.

Per a l'elaboracié del pinso en granuls, la massa era processada amb un aparell Simac
Pastamatic 700, mitjancant el qual s'obtenien, per pressid, uns filaments de 2.5 mm de
diametre. Aquests filaments eren assecats a 702C durant 24 hores, per a ésser posteriorment

fragmentats manualment fins a aconseguir granuls de 3 a 5 mm de llarg i 2 mm de diametre.
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3.3. ESQUEMA EXPERIMENTAL

Per a estudiar els efectes dels diferents suplements alimentaris sobre el creixement, la
nutricié i el metabolisme dels juvenils d'orada, es dissenyaren experiments en els quals
s'alimentaven les orades amb les dietes experimentals durant un periode que, depenent dels
objectius fixats, podia ser de 20 a 54 dies. Tal i com es representa a la Figura 12, al llarg de
I'experiment s'obtenien diferents dades i mostres biologiques amb les quals analitzar els

diferents parametres morfologics, nutricionals, bioquimics i moleculars d'interes.

o P
: Pesos Final
Pesos
- Pesos

= Mostres de cos
sencer

Pesos

Pesos - Mostres de sang
= Mostres de fetge

P = - Pesos - Mostres de femtes
- _ o Inici
= Mostres de cos sencer

Figura 12. Esquema experimental per a I'estudi del creixement, la nutricid i el metabolisme dels juvenils d'orada.

En cadascun dels experiments:

1. Cada 7-10 dies, es pesaven les orades individualment i es calculava el pes mitja per a
cada aquari. Diariament es quantificava (Apartat 3.4) i s'anotava la quantitat de dieta
ingerida. Els valors de pes i ingesta s'utilitzaren posteriorment per a calcular:

— Lataxa de creixement de les orades (Apartat 3.4)
— Laingesta diaria de pinso (Apartat 3.4)

— Lataxa de conversié de I'aliment en biomassa animal (Apartat 3.7)

2. Per a analitzar la composicié corporal inicial i final de les orades (Apartat 3.6), se
sacrificaven 10-12 peixos a l'inici i 5 peixos per aquari al final de cada experiment. Un
cop analitzada la composicié quimica de les orades, es calculava:

— Retencid de la proteina de la dieta (Apartat 3.7)

50



3.

— Retencio del greix de la dieta (Apartat 3.7)

Al final de I'experiment, se sacrificaven 8-12 peixos per aquari i s'obtenien diferents

mostres biologiques:

— Mostres de sérum, on s'analitzaren glucosa i triglicérids (Apartat 3.8.1)

— Mostres de fetge, per a determinar:

O

O

index hepatosomatic (Apartat 3.7)

Glucogen i triglicérids (Apartat 3.8.2)

Glutamat i glutamina (Apartat 3.8.3)

Activitat d'enzims clau del metabolisme intermediari (Apartat 3.9)
Nivells d'expressid genica d'enzims clau del metabolisme intermediari

(Apartat 3.10)

— Mostres de femtes, amb les quals analitzar:

O

O

O

Digestibilitat de la dieta i de diferents nutrients (Apartat 3.11)
Ingesta diaria digerible (Apartat 3.11)
Pérdues fecals (Apartat 3.11)
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3.4. SEGUIMENT DEL CREIXEMENT I LA INGESTA DE LES ORADES

Els juvenils emprats als experiments arribaven a les nostres instal-lacions amb un pes
inicial de 2 a 5 g, procedents de I'empresa de cria (hatchery) Piscimar (Andromeda Group,
Burriana, Castelld). A la seva arribada els peixos eren pesats i distribuits aleatoriament en els
diferents aquaris, en grups de 15-25 peixos per aquari. Durant les dues setmanes segilients es
permetia que els peixos s'aclimatessin a les noves condicions d'estabulacid, alimentant-los un
cop al dia, a rad d'un 2% del seu pes corporal, amb una dieta comercial Microbaq 15 (Dibag-

Diproteg).

Un cop finalitzat el periode d'aclimatacio, s'iniciava I'experiment amb una nova pesada,
per tal d'establir el pes inicial dels peixos, i I'assignacid aleatoria d'una dieta a cadascun dels
aquaris. Al llarg d'un experiment els peixos eren pesats un cop cada 7-10 dies a fi de seguir el
seu creixement i, en cas que fossin alimentats en funcié d'un percentatge del seu pes, ajustar
les racions de pinso a subministrar diariament. Sota el suposit que els peixos creixessin seguint
el model exponencial, s'opta per calcular la seva taxa de creixement especific o SGR (specific

growth rate), mitjancant la segtient formula:

Ln(P,/Py)
t

SGR=

on

t: temps transcorregut entre ambdues pesades (en dies)
P,: Pes mitja dels peixos a I'inici del periode

P,: Pes mitja dels peixos al final del periode

Per a expressar la SGR com a percentatge d'increment del pes per dia:

%,/dia=(e5°R-1)x100

El seguiment dels valors de SGR durant |'experiment resultaren utils per avaluar la
variancia entre grups de peixos alimentats amb la mateixa dieta. Generalment aquesta
variancia era deguda a divergéncies en els parametres fisicoquimics de l'aigua, per tant,
controlable. D'altra banda, les diferéncies acumulades en el creixement degudes a la dieta
subministrada s'avaluaren a partir del valor SGR total, és a dir, el que abasta tot el periode

experimental.
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Els peixos eren pesats individualment mitjancant un granetari (Sartorius) amb una
precisido de 0.01 g. Tant si eren pesats com si eren sacrificats, per a facilitar la manipulacio i
minimitzar I'estrés produit als animals, els peixos eren previament anestesiats via immersio en
un aquari auxiliar de 5L amb aigua de mar amb una concentracié de 70 mg/L d'MS-222
(metasulfonat de tricaina). Seguidament eren pesats en tandes de 5 a 10 peixos, de tal manera
que cap exemplar romangués més de 10 minuts sota I'exposicid de I'anestésic. Finalitzada
I'operacid, es deixava que els peixos es recuperessin de |'anestesia en un altre aquari amb

aigua de mar sense anestesic abans de retornar al seu aquari d'origen.

Segons |'experiment, les orades podien ser alimentades amb una racié fixada segons el
pes total dels exemplars de l'aquari, o fins a sacietat. En el primer cas, s'oferia una racié diaria
de pinso corresponent al 4% de la massa total d'orades en l'aquari. Aquesta racid era
subministrada de dilluns a divendres en dues porcions iguals (del 2% cadascuna), una al mati (a
les 9:30) i una a la tarda (a les 15:30). Els caps de setmana es va oferir una Unica racié del 2%.
En aquestes condicions, les orades consumien tot el pinso en menys de 15 minuts, per tant, no

calien correccions en |'anotacid de la quantitat de pinso ingerida a cada aquari.

En cas que les orades fossin alimentades a sacietat, el pinso se subministrava a intervals
de 5-10 minuts i s'observava el comportament dels peixos. En detectar la pérdua d'interes de
les orades cap el pinso i I'acumulacié d'aquest en el fons, es deixava d'oferir més aliment.
Transcorreguts uns altres 5-10 minuts, es recollia el pinso no ingerit del fons de l'aquari, i
s'assecava a 702C fins a pes constant. Un cop sec, el pes del pinso no ingerit era restat al pes
del pinso ofert. D'aquesta manera, es va realitzar el seguiment de la ingesta diaria de pinso a
cada aquari. lgual que amb la racié fixa, se subministrava pinso dos cops al dia de dilluns a

divendres, una vegada al mati i una altra a la tarda; i un cop al dia el cap de setmana.

Al final de cada experiment es va calcular la ingesta diaria de pinso a cada aquari

mitjancant la seglient formula:

g de dieta ingerits (pes sec)

I t Kgdia) =
ngesta (g/Kg dia) Biomassa mitjana (Kg) X durada experiment (dies)

on la biomassa mitjana representa la mitjana aritmetica entre la massa total d'orades a

I'inici i al final de I'experiment, és a dir:

Biomassa orades final (Kg) — Biomassa orades inicial (Kg)
2

Biomassa mitjana (Kg) =
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3.5. SACRIFICI | PRESA DE MOSTRES

El protocol de sacrifici dels peixos variava segons el tipus de mostra que es volgués
obtenir. Per a obtenir mostres de cos sencer per a l'analisi de la composicié dels peixos, el
sacrifici es realitzava 24 hores després de la darrera ingesta i per sobredosi d'anestesic
(immersié en aigua de mar amb 1 g/L de MS-222). A continuacio, els cossos eren eixugats amb
paper de filtre, agrupats per aquari i homogeneitzats en fresc amb una picadora de carn. Per
finalitzar, els homogenats s'assecaven a 702C fins a pes constant i es conservaven a -309C fins

I'analisi.

Per a I'obtencié de mostres de serum i teixits, els peixos eren sacrificats sota anestesia
passades 24 hores des de la darrera ingesta amb un tall cervical. Una vegada realitzat el tall, es
recollia la sang amb una pipeta Pasteur de vidre préviament rentada amb solucié de citrat
sodic al 3%. D'altra banda, es realitzava un tall ventral a I'animal, se n'extreia el fetge i es
rentava submergint-lo en una solucié de NaCl al 0,9%. Immediatament després de eixugar-lo
amb paper de filtre, es congelava el fetge amb nitrogen liquid i es guardava a -802C fins que
era utilitzat. En finalitzar el mostreig, les mostres de sang (conservades fins aquell moment en
gel) es centrifugaven a 4000 rpm durant 15 minuts a 42C, se'n retirava el serum (sobrenedant) i

es conservava a -309C fins I'analisi.

Abans de realitzar les diferents analisis bioquimiques i moleculars en els fetges
mostrejats, primerament aquests havien de ser polvoritzats amb un morter, mantenint en tot

moment la temperatura mostra i el morter per sota dels -802C amb nitrogen liquid.
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3.6. ANALISI DE LA COMPOSICIO CORPORAL

3.6.1. Humitat

Durant la preparacid de les mostres per a les analisis de composicid, aquestes eren
assecades a 709C fins a pes constant. La diferéncia entre el pes de la mostra a I'inici (pes fresc) i
al final (pes sec) d'aquest procés correspondria al contingut d'aigua o humitat.

Pes fresc — Pes sec

% humitat = Pes frosc x 100

3.6.2. Proteina crua

Per a quantificar el contingut proteic de les dietes i els peixos, en primer lloc era
necessari determinar el seu contingut en nitrogen elemental a través d'un analitzador
elemental Carlo-Erba NA 2100 (CE Instruments). Per a tal fi, es pesava 1 mg de mostra dins
d'una capsula d'estany de 4x6 mm, afegint-hi uns 3 mg de pentoxid de vanadi (V,0s). Un cop
dins de l'aparell la submostra era oxidada per combustid instantania en una atmosfera
d'oxigen pur. Com a resultat de la combustid, el nitrogen i el carboni organic i inorganic de la
mostra passava a nitrogen molecular (N,) i dioxid de carboni (CO,). A continuacié, aquests
gasos eren arrossegats per un flux d'heli a través d'un forn de reduccid, en el qual es reduia
qualsevol residu de NO, a N,. Finalment, després de passar per una columna cromatografica,
N, i CO, arribaven separadament a un detector de conductivitat térmica el qual generava un
senyal electric proporcional a la concentracié d'aquests dos elements. La concentracidé de
proteina crua de la submostra s'estimava multiplicant la concentracié de N obtinguda (en % de

pes sec) per un factor de 6.25, atés que les proteines contenen comunament un 16% de N .

La preparacié de la mostra i la quantificacié del seu contingut de nitrogen foren
realitzades a la Unitat de Tecniques Separatives del Centres Cientifics i Tecnologics de la

Universitat de Barcelona (CCiT UB).

3.6.3. Contingut de greix

Els lipids de les dietes i les mostres homogeneitzades de peix s'extreien amb éter de
petroli mitjancant un aparell Tecator Soxtec HT 1043 (Foss). Per a la preparacié de la
submostra a analitzar, es pesaven 2 g de la mostra original sobre paper de filtre i s'afegien una
punta d'espatula de sulfat de sodi (Na,SO,) per a evitar que la mostra absorbis humitat

ambiental. Tot seguit, s'empaquetava la submostra plegant el paper sobre el qual havia estat

55



pesada, es col-locava dins d'un cartutx de cel-lulosa i es tapava I'obertura del cartutx amb fibra
de coté. Un cop collocat el cartutx dins de la columna d'extraccio, s'iniciava el procés

d'extraccio dels lipids, el qual s'efectuava en tres etapes.

1. A la primera etapa, el cartutx amb la submostra era submergit durant 15 minuts en 50
mL d'eter de petroli en ebullicié dins d'una capsula d'alumini. Paral-lelament al bullit de
la mostra, el vapor d'éter alliberat es condensava en arribar al circuit de refrigeracié i
tornava a la capsula d'alumini, esbandint continuament la mostra.

2. A la segona etapa s'aixecava el cartutx i es deixava suspés sobre el solvent en ebullicié
durant 40 minuts. Les successives esbandides durant aquesta etapa acabaven d'extreure
el greix romanent a la mostra.

3. A la darrera etapa, de 15 minuts de durada, s'impedia el retorn de I'éter condensat
mitjancant una valvula interna, concentrant I'extracte dins de la capsula d'alumini. Per
tal d’eliminar qualsevol residu de dissolvent o d'humitat, es deixaven les capsules en

estufa a 1002C durant 5 minuts.

Finalment, es deixaven refredar fins a temperatura ambient en un dessecador i es
pesaven. El contingut de greixos de la mostra es calculava segons la seglient férmula:

(Pes final — Tara de la capsula)
X

% Greix= 100

Pes mostra

De manera semblant a la mesura del pes final (capsula més extracte), la tara de la

capsula es mesurava després d'haver-la escalfat préeviament a 1002C durant 30 minuts.

3.6.4. Contingut de cendres

Per a poder determinar el contingut de cendres de les dietes i les mostres de peix, es
pesaven submostres de 200 mg en gresols de ceramica refractaria i es calcinaven en un forn
mufla (Hobersal 12PR/300, Hobersal) a 4502C durant 12 hores. Per evitar una combustié
violenta de la mostra, I'augment de la temperatura durant el procés de calcinacié de la mostra
havia de ser lent i gradual. Per aquest motiu es va configurar la segiient rampa de

temperatura:

1. Pujada de temperatura, a 1.52C/min fins a 2002C (2 h).
2. Estabilitzacié de la mostra a 2002C durant 2 h.

3. Pujada de temperatura, a 1.42C/min fins a 450°C (3 h).
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4, Calcinacié a 4502C durant 12 h.

En finalitzar la calcinacio es deixava refredar la mostra fins a temperatura ambient en un

dessecador i es pesava. El contingut de cendres es calculava mitjangant la segiient férmula:

(Pes final — Tara del gresol) y

% Cendres = 100

Pes mostra

La tara del gresol es mesurava després de sotmetre'l a la temperatura de calcinacio

(4502C) durant 1 hora.

El laboratori on es realitzaren les calcinacions, aixi com el material i el forn mufla

pertanyen als Centres Cientifics i Tecnologics de la Universitat de Barcelona (CCiT UB).

3.6.5. Analisi de la composicié en aminoacids de la dieta

Per a l'analisi de la composicié d'aminoacids de la dieta, primerament les mostres de
pinso van ser hidrolitzades amb HCl 6M, en preséncia d'un 0.4% de fenol, a 1059C durant 24
hores en tubs segellats al buit. Com a patrd intern de I'hidrolitzat es va afegir aad -
aminobutiric (AABA). Els aminoacids lliures van ser derivatitzats amb 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidil carbamat (AQC) per ser detectats posteriorment a 254 nm. Els aminoacids
es van analitzar amb cromatografia liquida d'alta eficacia (high performance liquid
chromatography o HPLC) per l'equip de la Unitat de Técniques Separatives dels Centres

Cientifics i Tecnologics de la Universitat de Barcelona (CCiT UB).
Protocol:

1. En un tub de vidre es pesaven 15 mg de mostra i 15 mg de fenol. A continuacié s'afegien
1600 plL d'una dissolucié de AABA 2.5 mM i 1600 pL d'HCI 12 N.

2. S'eliminava I'oxigen del tub amb una bomba de buit i es segellava fonent I'extrem
superior amb una flama.

3. S'hidrolitzava la mostra a 1052C durant 24 hores sota campana.

4, S'avocava I'hidrolitzat en un got de precipitats i es deixava evaporar a temperatura
ambient, en un dessecador connectat a una bomba de buit.

5. Un cop evaporada l'aigua i I'HCI, es dissolia el precipitat amb 10 ml d'aigua destil-lada. A

continuacid, es diluia 2.5 ml d'aquesta dissolucié amb aigua destil-lada fins els 10 ml.
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6. La derivatitzacié dels aminoacids es realitzava emprant els reactius i el protocol del

AccQTag pre-column derivatization kit (Waters).

El sistema cromatografic emprat per I'equip de la Unitat de Técniques Separatives del

CCiT UB era el seglient:

- Un aparell Waters 717plus Autosampler (Waters) que controlava la injeccié de les
mostres en |'aparell cromatografic.

- Un aparell Waters Delta 600 Chromatographic System (Waters) que separava els
aminoacids mitjancat una columna cromatografica Nova-Pak C18 4 um, 3.9 x 150 mm
(Waters).

— Un aparell Waters 2487 Dual A Absorbance Detector (Waters) que detectava els

aminoacids derivatitzats a 254 nm.

Donat que la hidrolisi acida converteix la glutamina i I'asparagina en glutamat i aspartat,
respectivament, la concentracié d'aquests aminoacids es va representar com a Glx i Asx. Aixi
doncs, Glx correspondria a la suma de les concentracions de la glutamina i el glutamat, mentre

que Asx resultaria de la suma de I'asparagina i I'aspartat.
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3.7. CALCULS DE L’APROFITAMENT DE LA DIETA | L'iINDEX HEPATOSOMATIC

A partir dels valors de pes, ingesta i composicié corporal de les orades es van calcular
diferents taxes per avaluar les variacions en |'eficiencia alimentaria dels peixos segons la dieta

subministrada.

Taxa de conversio de I'aliment en biomassa animal o FCR (Feed Conversion Ratio):

de dieta ingerits (pes sec
FCR — 8 g (p )

g de biomassa guanyats (pes fresc)

Retencio de la proteina de la dieta:

de proteina guanyats (pes sec
% Retencio proteina = gdep — g y. (P ) x 100
g de proteina ingerits (pes sec)

Retencid del greix de la dieta:

de greix guanyats (pes sec
% Retenci6 greix = ki - g y, (p ) x 100
g de greix ingerits (pes sec)

Com a complement per a l'avaluacié de I'estat nutricional de les orades es va calcular
també l'index hepatosomatic o IHS:
g de fetge (pes fresc)

% IHS = x 100
% g de pes corporal (pes fresc)
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3.8. ANALISI DE METABOLITS EN FETGE | SERUM

3.8.1. Determinacio de glucosa i triglicérids en sérum

Les concentracions de glucosa i triglicerids es determinaven mitjancant els kits
comercials Glucose MR i Triglycerides MR (Linear Chemicals). Tots dos metodes es basen en
reaccions enzimatiques que, a partir del metabolit d'interés, donen lloc a una quantitat
proporcional d'un compost que absorbeix a una longitud d'ona de 500 nm. Els protocols
descrits pel fabricant van ser adaptats per a ser executats en un autoanalitzador Cobas Mira S

(Roche).

Per a la determinacié de la concentracié de glucosa, la glucosa present en el sérum era
primerament oxidada a D-gluconat per accid de la glucosa oxidasa (GOx, EC 1.1.3.4), formant
peroxid d'hidrogen (H,0,). En la reaccidé enzimatica acoplada es produeix una quinona vermella
a partir de la reaccié del peroxid amb fenol i 4-aminoantipirina (reaccié de Trinder) en

preséncia de peroxidasa (POD).

GO
-D-Glucosa + H20 + O, ~3 D-Gluconat + H,0;

POD
4-aminoantipirina + Fenol + 2H,0, —— Quinonaimina + 4 H,0

Protocol:

Es mesclaven 2.5 puL de mostra amb 200 uL del monoreactiu subministrat amb el
kit, que contenia els enzims i substrats necessaris per a la reaccid. La reaccié es deixava
incubar a 302C durant 12 minuts. La variacié de I’'absorbancia a 500 nm era mesurada a
punt final i la concentracié de glucosa era estimada a partir d'una corba patré amb
concentracions de glucosa compreses entre 6.25 i 200 mg/dL. En cas de ser necessari,

les mostres de serum foren diluides amb aigua destil-lada.

Per a la determinacié de la concentracié de triglicérids, en primer lloc aquests van haver
de ser hidrolitzats a glicerol i acids grassos lliures (FFA) per accié de la lipoprotein lipasa (LPL,
EC 3.1.1.34). El glicerol alliberat era fosforilat per I'enzim glicerol quinasa (EC 2.7.1.30) a
glicerol-3-fosfat. Seguidament, el glicerol-3-fosfat era oxidat per I'enzim glicerolfosfat oxidasa
(GPO, EC 1.1.3.21), produint dihidroxiacetona fosfat (DHAP) i peroxid d'hidrogen. Finalment, a

través de la reaccid de Trinder, el peroxid d'hidrogen produia quinonaimina.
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LPL
Triglicérids + 3 H,0 — Glicerol+3 FFA

Glicerol quinasa
Glicerol + ATP ———  Glicerol-3-P + ADP

GPO
Glicerol-3-P + 0, — DHAP + H,0,

POD
4-aminoantipirina + Fenol + 2 H,0, — Quinonaimina + 4 H,0

Protocol:

Es mesclaven 3 pL de mostra amb 200 pL del monoreactiu subministrat en el kit i
gue contenia tots els enzims i substrats necessaris per a la reaccié. La reaccio es deixava
incubar a 302C durant 4 minuts. La variacié de |'absorbancia a 500 nm era mesurada a
punt final i la concentracié de triglicérids era estimada a partir d'una corba patré amb

concentracions compreses entre 12.5 i 200 mg/dL.

3.8.2. Determinacio de glucogen i triglicérids en fetge

Per a I'analisi de la concentracié de glucogen i triglicérids en el fetge de les orades, en
primer lloc, es van homogeneitzar uns 50 mg de fetge en pols afegint HCIO, 0.6 M en una
relacio 1:5 p/v (mg/ uL) i fent Gs d'un PTA-7 Polytron. Amb aquest extracte es va determinar,

per una banda, el contingut de glucogen segons el metode descrit per Keppler i Decker (1974):

1. A 100 pul d'extracte se'ls hi afegia 100 ul d'aigua destil-lada i es neutralitzava amb 100 ul
de KHCO; 1M.

2. S'afegien 2 mL d'una dissolucié d'amiloglucosidasa 70 U/mL (Sigma) (EC 3.2.1.3)
tamponada a pH 4.8 amb d'acetat sodic 0.2 M. Es deixava incubar la mescla de reaccio
durant 2 hores a 402C. L'amiloglucosidasa hidrolitza el glucogen i allibera la glucosa
continguda.

3. Es parava la reaccid afegint 1 mL d'HCIO, 0.6 M. Es centrifugava la mescla a 4000 rpm
durant 15 minuts.

4, S'obtenia el sobrenedant i s'assajava el concentracié de glucosa seguint el mateix
protocol descrit per a la glucosa sérica (apartat 3.8.1).

5. El contingut de glucogen en fetge s'expressa com mg de glucosa per gram de fetge.

Per altra banda, es va determinar el contingut de triglicérids en els fetges:

61



1. 50 pl d'extracte es neutralitzava amb 10 pl de KHCO3 1M i s'afegien 190 ul d'una
dissoluciéo amb NP-40 al 0.5%, tamponada a pH 7.5 amb Tris-HCI 50 mM.

2. Per a garantir I'extraccid i solubilitzacié dels triglicerids, la mostra s'escalfava a 80°C
durant 5 minuts. Aquesta operacio es repetia dos cops, deixant refredar la mostra entre
una vegada i l'altra.

3. Tot el material insoluble es retirava centrifugant la mostra a 13000 rpm durant 2 minuts
i extraient el sobrenedant.

4, S'assajava la concentracid de triglicérids de la mostra seguint el mateix protocol descrit
per als triglicérids sérics (apartat 3.8.1).

5. El contingut de triglicerids en fetge s'expressa en mg de triglicérids per gram de fetge.

3.8.3. Determinaciod de glutamat i glutamina en fetge

De manera semblant als triglicérids i el glucogen, per quantificar els nivells de glutamat i
glutamina lliures en el fetge de les orades, s'homogeneitzaven uns 25 mg de fetge en pols
afegint d'HCIO,; 1.5 M en una relacié 1:10 p/v (mg/ uL) i fent Gs d'un PTA-7 Polytron. A
continuacié s'eliminava la proteina precipitada centrifugant la mostra a 10000 rpm durant 10

minuts i extraient només el sobrenedant.

La concentracié de glutamat i glutamina en el sobrenedant es va analitzar mitjancant el
kit comercial de Sigma GLN-1. El métode d'analisi es basa en les reaccions catalitzades per els

enzims glutaminasa (GLS, EC 3.5.1.2) i glutamat deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.2).

GS
L-glutamina + H,0 — L-glutamat + NH;

GDH
L-glutamat + H,0 + NAD* «—— oa-cetoglutarat + NH; + NADH + H*

En afegir aquests dos enzims, i proporcionant les condicions adequades de pH i de
substrats, s'oxiden la glutamina i el glutamat presents en els extractes hepatics. Com a resultat
d'aquesta oxidacio, es redueix una quantitat proporcional de cofactor NAD" a NADH, el qual
absorbeix llum a 340 nm. D'igual manera que amb la resta de metabolits, els protocols descrits

pel fabricant van ser adaptats per un autoanalitzador Cobas Mira S (Roche).

Per a cada mostra, es prenien dues aliquotes. En una d'elles, es desaminava la glutamina
a glutamat mitjancant glutaminasa i després es determinava la concentracié total de glutamat

(aliqguota GIn+Glu), mentre que en l'altra, es determinava directament la concentracid inicial
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de glutamat de la mostra (aliquota Glu). En restar tots dos resultats s'obtenia, per tant, a la

concentracié de glutamina.

La mescla de reaccid per a la conversid de la glutamina de la mostra en glutamat va ser

la segiient:

Reactius’ Concentracié inicial  Concentracio final Gln + Glu Glu
puL [T1R
Tampo acetat, pH 5.0 0.5 mM 0.1 mM 40 40

R GS 10 U/mL 1 U/mL 20 -
H,O destil-lada 90 110
S Extracte de fetge 50 50
Total 200 200

! Tots els reactius emprats sén originals del kit de Sigma GLN-1. Seguint les recomanacions del fabricant, els reactius es guardaven

en aliquotes a -202C fins analisi.

Per a la determinacio del glutamat a la mostra:

GIn + Glu Glu

Reactius® Concentracid inicial  Concentracio final
puL 718
Tris-HCI 01 M 50 mM
100 100
Hidrazina 0.1 M 50 mM
R NAD 30 mM 1.5 mM 10 10
ADP 100 mM 0.5 mM 1 1
H,O0 destil-lada 44 44
R1 GDH 1 U/mL 0.22 U/mL 20 20
Extracte digerit amb 25 25
GS
Total 200 200

! Tots els reactius emprats sén originals del kit de Sigma GLN-1. Seguint les recomanacions del fabricant, els reactius es guardaven

en aliquotes a -202C fins analisi.
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3.9. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT D'ENZIMS CLAU DEL METABOLISME HEPATIC

Al llarg de la present tesi, I'assaig de I'activitat enzimatica en fetge va permetre analitzar
com afecta la composicid de la dieta al metabolisme intermediari de l'orada. A la Taula 4

s'indiquen els diferents enzims analitzats agrupats segons la via metabolica a la que participen.

Taula 4. Seleccid d'enzims per a |'estudi del metabolisme intermediari en el fetge de les orades.

Glucolisi Via de la pentosa fosfat
Glucoquinasa Glucosa 6-fosfat deshidrogenasa
Fosfofructoquinasa-1 6-fosfogluconat deshidrogenasa

Piruvat quinasa

Gluconeogeénesi Metabolisme dels aminoacids

Fructosa 1,6-bifosfatasa Alanina aminotransferasa
Aspartat aminotransferasa

Glutamat deshidrogenasa

3.9.1. Preparacio dels extractes de fetge

Per tal de determinar l'activitat dels enzims involucrats amb el metabolisme hepatic,
primerament s'havia d'homogeneitzar la mostra de fetge en una dissolucié tamponada a un pH

optim.

Protocol :

1. Es pesaven 50-60 mg de fetge en pols, als quals se'ls afegia un tampd
d'homogeneitzacio, refredat en gel, en una relacié 1:5 p/v (mg/ uL). D'aqui en endavant,

la mostra va restar en gel en tot moment.

2. S'homogeneitzava la mostra amb un PTA-7 Polytron (posicié 3-4) durant 10 segons.
3. L'extracte es centrifugava a 13000 rpm durant 45 minuts a 42C.
4, Es va recollir el sobrenedant i es van descartar la capa superior de greix aixi com els

residus cel-lulars compactats al fons.
5. Addicionalment, els extractes per a l'assaig de l'activitat glucoquinasa es filtraven a
través d'una columna Sephadex G-25 (Sigma), equilibrada amb tampd

d'homogeneitzacio (sense sacarosa).
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Tampo d'homogeneitzacid

50 mM Tris—HCIl pH 7.5 0.5 mM-PMSF

4 mM-EDTA 1 mM-DTT

50 mM-NaF 250 mM-sacarosa
100 mM-KCI*

*. Només present en extractes per a la determinacié de I'activitat glucoquinasa i per a la columna de Sephadex G-25.

3.9.2. Determinacio de l'activitat enzimatica

L'activitat enzimatica en els extractes va ser assajada a 302C, amb concentracions
saturants de substrats i pH optim perque la velocitat de la reaccié fos maxima. La velocitat de
les reaccions en les quals participen els cofactors NADPH i NADH van ser monitoritzades
seguint l'absorbancia a 340 nm. Algunes de les reaccions enzimatiques, pero, no utilitzen
cofactors NADPH o NADH, per tant, no es podien assajar directament. En aquest casos, a la
reaccio principal se li acoblava una segona reaccié que tenia com a substrats el producte de la

primera i un d'aquests cofactors.

Els diferents métodes de determinacié de l'activitat enzimatica foren préeviament

adaptats i calibrats per a ser realitzats amb un autoanalitzador Cobas Mira S (Roche).

Les activitats enzimatiques s'expressen en U per g de proteina (U = 1 mmol de producte
format/min). El contingut proteic dels extractes es va determinar a través del meétode de

Bradford (1976), amb albimina de serum bovi com a estandard.

3.9.2.1. Determinacio de I'activitat glucoquinasa

La glucoquinasa (GK, EC 2.7.1.2) catalitza la fosforilacié de la glucosa en preséncia d'ATP
per a formar glucosa 6-fosfat i ADP. Per a mesurar l'activitat GK es va acoblar una segona
reaccid catalitzada per la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa (G6PD, EC 1.1.1.49), en la que la
glucosa 6-fosfat s'oxida a 6-fosfogluconolactona amb la concomitant reduccié de NADP' a
NADPH. La formacié de NADPH resulta en I'augment de |'absorbancia a 340 nm de la mescla de

reaccio.
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Part de l'activitat GK mesurada és atribuible a I'activitat hexoquinasa (HK, EC 2.7.1.1).
Aprofitant que la Ky de la HK és molt inferior al de I'GK (Wilson, 1994), es determinava
I'activitat de totes dues emprant dos concentracions de glucosa diferents: 100 mM per a la GK i

0.5 mM per a I'HK.
GK, HK
Glucosa + ATP —— Glucosa 6-fosfat + ADP
Glucosa 6-fosfat + NADP* & 6-fosfogluconolactona + NADPH

El protocol emprat es basa en el metode descrit per Davidson i Arion (1987). La mescla

de reaccié per mesurar l'activitat GK i HK va ser la seglient:

. e e GK HK
Reactius Concentracio6 inicial  Concentracio final
ulL ulL
Tris-HCI, pH 7.75¢ 250 mM 100 mM 80 80
MgCl," 1000 mM 75 mM 1.5 1.5
R Kcl* 1000 mM 100 mM 20 20
DTT! 100 mM 2.5 mM 5 5
NADP2 20 mM 1 mM 10 10
G6PD’ 2.5 muU 1 mU/mL 2.5 2.5
1
R1 GK ATP 60 mM 6 mM 20 -
Glucose’ 1000 mM 100 mM 20 -
1
R1 HK ATP 1 60 mM 6 mM - 20
Glucose 10 mM 0.5 mM - 10
H,O destil-lada 36 46
Extracte de fetge 5 5
Total 200 200

! Les dissolucions de Tris-HCI, MgCl,, KCI ATP (Sigma) i glucosa (Sigma) es guardaven en aliquotes a -202C fins analisi.
? Les dissolucions de NADP (Sigma) i G6PD (Sigma) es preparaven just abans de cada assaig. El recipient que contenia la

dissolucié de NADP es cobria amb paper d'alumini per evitar-ne la degradacié.

3.9.2.2. Determinacid de I'activitat fosfofructoquinasa

La fosfofructoquinasa-1 (PFK-1, EC 2.7.1.11) catalitza la fosforilacié de la fructosa 6-
fosfat en preséncia d'ATP per formar fructosa 1,6-bifosfat i ADP. Per mesurar |'activitat PFK-1
es van acoblar tres reaccions més, catalitzades per tres enzims diferents. La primera d'aquestes
reaccions la catalitza I'aldolasa A o fructosa bifosfat aldolasa (AldoA, 4.1.2.13), la qual trenca la
fructosa 1,6-bifosfat formada per la PFK-1 en gliceraldehid 3-fosfat i dihidroxiacetona fosfat. A

continuacio, la triosa fosfat isomerasa (TPI, EC 5.3.1.1) transforma el gliceraldehid 3-fosfat en
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dihidroxiacetona fosfat. Per ultim, la dihidroxiacetona és reduida a glicerol 3-fosfat per accio
de la glicerol 3-fosfat deshidrogenasa (GPDH, EC 1.1.1.8). En aquesta reaccié s'oxida NADPH a
NADP*, aixi doncs, I'absorbancia de la mescla de reaccid a 340 nm disminueix

proporcionalment a la conversié de fructosa 6-fosfat a fructosa 1,6-bifosfat.

PFK-1
Fructosa 6-fosfat + ATP —— Fructosa 1,6-bifosfat + ADP
) AldoA . . o .
Fructosa 1,6-bifosfat «— Gliceraldehid 3-fosfat + Dihidroxiacetona fosfat
. . TPI _ . . .
Gliceraldehid 3-fosfat <> Dihidroxiacetona fosfat

GPDH
Dihidroxiacetona fosfat + NADPH <— Glicerol 3-fosfat + NADP™

El protocol emprat es basa en el métode descrit per Castano et al. (1979). La mescla de

reaccié per a mesurar |'activitat PFK-1 va ser la seglient:

Reactius Concentracid inicial V;ﬂl:)m Concentracio final
Tris-HCI, pH 8,25" 200 mM 105 105 mM
MgCl,* 1M 1 5 mM
Kcl* 1M 10 0.05 M
NADH’ 10 mM 3 0.15 mM
Sulfat amonic* 400 mM 2 4 mM
R B-mercapto-etanol* 200 mM 12 12 mM
F6P' 100 mM 20 10 mM
G6P* 300 mM 20 30 mM
Aldolasa® 21 mu 0.7 U/mL
TPI? 15 mu 3 5 U/mL
GPDH’ 6 muU 2 U/mL
R1 ATP 10 mM 20 1 mM
Extracte de fetge 4
Total 200

! Les dissolucions de Tris-HCl, MgCl,, KCI, sulfat amonic, fructosa 6-fosfat (Sigma), glucosa 6-fosfat (Sigma) i ATP
(Sigma) es guardaven en aliquotes a -202C fins analisi. Les aliquotes def -mercapto-etanol (Sigma) es guardaven
a4eC.

? La solucié de NADH (Sigma) es preparava just abans de cada assaig i es cobria el recipient que la contenia amb
paper d'alumini per retardar-ne la degradacio.

* Es preparava una unica dissolucié amb la AldoA (Sigma), la TPI (Sigma) i GPDH (Sigma), també just abans de

cada assaig.
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3.9.2.3. Determinacio de I'activitat piruvat quinasa

La piruvat quinasa (PK, EC 2.7.1.40) catalitza la transferéncia d'un grup fosfat del
fosfoenolpiruvat a una molécula d'ADP per formar piruvat i ATP. Per a mesurar |'activitat PK es
va acoblar una segona reaccio catalitzada per la lactat deshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27), en la
qual el piruvat es redueix a lactat amb la concomitant oxidacié de NADH a NAD". L'oxidacié de

NADH resulta en la reduccié de I'absorbancia a 340 nm de la mescla de reaccio.

PK
Fosfoenolpiruvat + ADP — Piruvat + ATP

Piruvat + NADH < Lactat + NAD"

El protocol emprat es basa en el métode descrit per Staal et al. (1975). La mescla de

reaccid per mesurar |'activitat PK va ser la seglent:

Reactius Concentracio inicial V;ﬂt)m Concentracio final
Glicil-glicina, pH 7.4" 100 mM 177.8 88.9 mM
MgCl,* 1M 25  0.0125 M
R KcI* 1M 25 0.125 M
NADH? 10 mM 3.75  0.1875 mM
PEP 50 mM 14 3.5 mM
LDH® 78.8 muU 3.75 21 U/mL
R1 ADP! 30 mM 20.7 2.5 mM
Extracte de fetge 4
Total 251.5

! Les dissolucions de glicil-glicina, MgCl,, KCI PEP (Sigma) i ADP (Sigma) es guardaven en aliquotes a -20°C fins
analisi.
? Les dissolucions de NADH (Sigma) i LDH (Sigma) es preparaven just abans de cada assaig. El recipient que

contenia la dissolucié de NADH es cobria amb paper d'alumini per retardar-ne la degradacio.

3.9.2.4. Determinacid de |'activitat fructosa 1,6-bifosfatasa

La fructosa 1,6-bifosfatasa (FBPasa, EC 3.1.3.11) catalitza la conversid de la fructosa 1,6-
bifosfat a fructosa 6-fosfat. Per a mesurar I'activitat FBPasa es van acoblar dues reaccions més,
catalitzades per dos enzims diferents. En la primera reaccid, la glucosa 6-fosfate isomerasa
(PGI, EC 5.3.1.9) transforma la fructosa 6-fosfat en glucosa 6-fosfat, que posteriorment és
oxidada per la G6PD a 6-fosfogluconolactona. En aquesta darrera reaccié es redueix NADP" a

NADPH, per tant, augmenta |'absorbancia de la mescla de reaccié a 340 nm.
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FBP
Fructosa 1,6-bifosfat + H,0 —= Fructosa 6-fosfat 4+ Fosfat
PGI
Fructosa 6-fosfat «— Glucosa 6-fosfat

G6PD
Glucosa 6-fosfat + NADP* «— 6-fosfogluconolactona + NADPH

El protocol emprat es basa en el metode descrit per Ekdahl i Ekman (1985). La mescla de

reaccié per mesurar |'activitat FBPasa va ser la seglient:

Reactius Concentracio inicial V;)Jt:)m Concentracio final
Imidazol-HCl, pH 7,41 100 mM 170 85 mM
MgCl,* 1M 1 0.005 M
R NADP’ 10 mMm 10 05 M
B-mercapto-etanol1 200 mM 12 12 mM
Fructosa 1,6-bifosfat1 5 mM 2 0.05 mM
PGP’ 2.5 mu . 2.5 U/mL
G6PD’ 0.48 muU 0.48 U/mL
Extracte de fetge 4
Total 200

! Les dissolucions de imidazol-HCl, MgCl, i fructosa 1,6-bifosfat (Sigma) es guardaven en aliquotes a -20°C fins
analisi. Les aliquotes de B-mercapto-etanol (Sigma) es guardaven a 42C.

? La solucié de NADP (Sigma) es preparava just abans de cada assaig i es cobria el recipient que la contenia amb
paper d'alumini per retardar-ne la degradacio.

* Es preparava una unica dissolucié amb la PGI (Sigma) i la G6PD (Sigma), també just abans de cada assaig.

3.9.2.5. Determinacio de I'activitat glucosa 6-fosfat deshidrogenasa

La glucosa 6-fosfat deshidrogenasa (G6PD) catalitza I'oxidacié de la glucosa 6-fosfat en
6-fosfogluconolactona amb la concomitant reduccié de NADP® a NADPH. La formacié de

NADPH resulta en I'augment de I'absorbancia a 340 nm de la mescla de reaccid.

Glucosa 6-fosfat + NADP* iy 6-fosfogluconolactona + NADPH

El protocol emprat es basa en el metode descrit per Lee (1981). La mescla de reaccio per

mesurar l'activitat G6PD va ser la seglient:
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Volum

Reactius Concentracio inicial (uL) Concentracio final
Imidazole-HCl, pH 7.4 100 mM 155 77.5 mM
R Mgcl,’ 1M 1 0.005 M
Glucosa 6-fosfat" 10 mM 20 1M
NADP’ 10 mM 20 1 mM
Extracte de fetge 4
Total 200

! Les dissolucions de imidazol-HCI, MgCl, i glucosa 6-fosfat (Sigma) es guardaven en aliquotes a -202C fins analisi.
? La solucié de NADP (Sigma) es preparava just abans de cada assaig i es cobria el recipient que la contenia amb

paper d'alumini per retardar-ne la degradacié.

3.9.2.6. Determinacid de I'activitat 6-fosfogluconat deshidrogenasa

La glucosa 6-fosfogluconat deshidrogenasa (6PGD, EC 1.1.1.43) catalitza I'oxidacié del 6-
fosfogluconat en ribulosa 5-fosfat amb la concomitant reduccié de NADP® a NADPH. La

formacié de NADPH resulta en I'augment de |'absorbancia a 340 nm de la mescla de reaccid.

El protocol emprat es basa en el metode descrit perMoellering i Bergmeyer (1984). La

mescla de reaccidé per mesurar I'activitat 6PGD va ser la seglient:

6PGD
6-fosfogluconat + NADP* «— Ribulosa 5-fosfat + NADPH

Volum

Reactius Concentracio inicial (1) Concentracio final
Imidazole-HCI, pH 7.4" 100 mM 165.4 82.7 mM
R Mgcl," 1M 0.6 0.003 M
6-fosfogluconat1 20 mM 20 2 M
NADP’ 10 mM 10 0.5 mM
Extracte de fetge 4
Total 200

! Les dissolucions de imidazol-HCl, MgCl, i 6-fosfogluconat (Sigma) es guardaven en aliquotes a -202C fins analisi.
? La solucié de NADP (Sigma) es preparava just abans de cada assaig i es cobria el recipient que la contenia amb

paper d'alumini per retardar-ne la degradacid.

3.9.2.7. Determinacié de I'activitat alanina aminotransferasa

L'alanina aminotransferasa (ALT, EC 2.6.1.2) catalitza la transaminacio de L-alanina a a-
cetoglutarat per a formar piruvat i L-glutamat. Per tal de mesurar |'activitat ALT es va acoblar
una segona reaccio catalitzada per la lactat deshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27), en la qual el

piruvat es redueix a lactat amb la concomitant oxidacié de NADH a NAD".
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ALT
L-alanina + a-cetoglutarat «<— Piruvat + L-glutamat

) LDH
Piruvat + NADH «— Lactat + NAD*

L'activitat es va mesurar mitjancant els reactius i el protocol del kit comercial ALT-GPT

BR (Linear Chemicals).

3.9.2.8. Determinacié de I'activitat aspartat aminotransferasa

L'aspartat aminotransferasa (AST, EC 2.6.1.1) catalitza la transaminacio de la L-aspartat a
a-cetoglutarat per formar oxaloacetat i L-glutamat. Per a mesurar I'activitat AST es va acoblar
una segona reaccio catalitzada per la malat deshidrogenasa (MDH, EC 1.1.1.37), en la qual

I'oxaloacetat es redueix a malat amb la concomitant oxidacié de NADH a NAD".

AST
L-aspartat + a-cetoglutarat «— Oxaloacetat + L-glutamat

Oxaloacetat + NADH =5 Malat + NAD*

L'activitat es va mesurar mitjangant els reactius i el protocol del kit comercial AST-GOT

BR (Linear Chemicals).

3.9.2.9. Determinacio de I'activitat glutamat deshidrogenasa

La glutamat deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.2) catalitza la desaminacio del L-glutamat a
a-cetoglutarat, i viceversa, I'aminacié de l'a-cetoglutarat a L-glutamat. En funcio de la direccié

de la reaccid, I'enzim oxida o redueix els cofactors NADH i NAD", respectivament.

L-glutamat + H,0 + NAD* < a-cetoglutarat + NH; + NADH

El protocol emprat per a la determinacid de I'activitat GDH en la direccié d'aminacio de
I'a-cetoglutarat es basa en el métode descrit per Hochachka et al. (1978). La mescla de reaccio

va ser la seglient:
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Volum

Reactiu Concentracid inicial (uL) Concentracio final
Imidazole-HCl, pH 7.0" 500 mM 50 mM
Acetat d'amoni’ 25 M > 250 mM
R1 OL—cetoqutarat2 250 mM 5 5 mM
NADH? 10 mMm 2.5 0.1 mM
ADP' 30 mMm 8.3 1 mMm
H,O0 destil-lada 186.2
Extracte de fetge 23
Total 250

! L'lmidazol-HCI (Sigma) i l'acetat d'amoni (Sigma) es van preparar en un sola solucié. Juntament amb I'ADP
(Sigma), aquests reactius es guardaven en aliquotes a -209C fins analisi.
? Les solucions d'a-cetoglutarat (Sigma) i de NADH (Sigma) es preparaven just abans de cada assaig. En el cas de

la solucié de NADH, es cobria el recipient que la contenia amb paper d'alumini per retardar-ne la degradacié.

El protocol emprat per a la determinacio de I'activitat GDH en la direccié de desaminacio
del L-glutamat va ser adaptat a partir del metode descrit per Bernt i Bergmeyer (1974). La

mescla de reaccid va ser la segiient:

Reactiu Concentraci6 inicial V;ﬂ:)m Concentracio final
Tris-HCI, pH 9,01 175 mM 154 mM
L-glutamato® 22.7 mM 176 20 mM
R1 Hidrazina' 113.6 mM 100 mM
ADP' 20 mM 10 1 mMm
NAD’ 20 mMm 10 1 mMm
Extracte de fetge 4
Total 200

Y El Tris-HCl, el L-glutamat (Sigma) i la hidrazina (Sigma) es van preparar en un sola solucié. Juntament amb I'ADP
(Sigma), aquests reactius es guardaven en aliquotes a -209C fins analisi.
? La solucié de NAD' (Sigma) es preparava abans de cada assaig i es cobria el recipient que la contenia amb paper

d'alumini per retardar-ne la degradacio.
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3.10. EXPRESSIO GENICA DELS ENZIMS PER RT-QPCR

La técnica qRT-PCR ens permet monitoritzar I'amplificacié de I'ADN mitjangant un
marcador fluorescent que s'uneix a les dobles cadenes formades durant la PCR (Lee, 2004;
Livac i Schmittgen 2001). Aquesta técnica va permetre la quantificaci6 de I'ARN missatger

(ARNm) dels diferents gens codificants dels enzims indicats préviament (Apartat 3.9).

Constava de tres etapes:

1. L'aillament de I'ARNm contingut en les mostres de fetge.
2. La transcripcié inversa de I'ARN missatger a ADN complementari (ADNc).

3. La PCR quantitativa: amplificacié de I'ADNc i quantificacié del producte de la PCR.

3.10.1. Aillament de I'ARN missatger (ARNm)

Per a I'extraccié i purificacié de I'ARNm total de les mostres de fetge es va fer servir el kit
comercial Speedtools Total RNA Extraction Kit (Biotools). Mentre se'n feia Us, |'extracte final
d'ARN es mantenia en tot moment en gel. De no ser aixi, s'emmagatzemava a -802C. La
guantitat d'ARN es va determinar llegint I'absorbancia de I'extracte a 260 nm mitjangant un
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Una lectura d'absorbancia de 1.0 a aquesta longitud
d'ona equivalia a uns 40 pg/ml d'ARN. D'altra banda, la relacié d'absorbancies 260/280 va
servir per a avaluar una possible contaminacié per proteines (Glasel, 1995). La puresa de la

mostra es va considerar optima amb valors 260/280 entre 1.8 i 2.

3.10.2. Transcripcio inversa

Les cadenes simples d'ADN complementari (ADNc) per a la PCR quantitativa (qPCR) van
ser sintetitzades mitjangant la transcriptasa inversa (RT) utilitzant 'ARNm com a motlle. Per a
la reaccié de retrotranscripcid, s'incubaren 2 pg d'ARNm motlle amb MMLV-RT (Moloney
murine leukemia virus-reverse transcriptase) (Promega), juntament amb desoxiribonucleotids
(dNTPs) (Promega) i hexamers aleatoris (Invitrogen), a 372C durant 60 minuts. Per prevenir la
degradacié de I'ARN, a la mescla de reaccié es va incloure un inhibidor d'ARNases (RNAsin,

Promega).

Els volums i concentracions dels diferents reactius emprats en la transcripcio inversa van

ser els seglients:
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Volum

Reactiu Concentracid inicial (L) Concentracio final
Mostra d'ARNm 182 ng/uL 11 100 ng/uL
First-Strand buffer' 5X 4 1X

dNTPs 10 mM 1 0.5 mM
Hexamers aleatoris 62.5 ng/uL 2.5 7.8 ng/uL

RNAsin 80 U/uL 0.5 2 U/uL

MMLV-RT 200 U/uL 1 10 U/uL

Total 20

! First-Strand Buffer (250 mM Tris-HCl, pH 8.3; 375 mM KCl; 15 mM MgCl2), Invitrogen.

3.10.3. PCR quantitativa (qPCR)

Per tal d'avaluar les variacions en I'expressié génica dels diferents enzims seleccionats
(Taula 5), es va amplificar I'ADNc amb oligonucleotids especifics de cada gen en preséncia d'un

marcador fluorescent.

Taula 5. Llistat de oligonucleotids emprats per a analitzar I'expressié genica per qPCR dels enzims

seleccionats.

Numero acces

Gen GenBank Sequencia (5" a 3’)
Sentit TTACGCCCATGTTGTCCTGAG
18s AM490061
Antisentit AGGATTCTGCATGATGGTCACC
Sentit TGTGTCAGCTCTCAACTCGACC
GK AF169368
Antisentit AGGATCTGCTCTACCATGTGGAT
Sentit TGCTGGGGACAAAACGAACTCTTCC
PFK-1 KF857580 S
Antisentit AAACCCTCCGACTACAAGCAGAGCT
Sentit CAAAGTGGAAAGCCGGCAAGGG
PK KF857579 o
Antisentit GTCGCCCCTGGCAACCATAAC
1 Sentit CAGATGGTGAGCCGTGTGAGAAGGATG
FBPasa AF427867 . .
Antisentit GCCGTACAGAGCGTAACCAGCTGCC
Sentit TGATGATCCAACAGTTCCTA
G6PD JX073711 S
Antisentit GCTCGTTCCTGACACACTGA
Sentit CCCAACTTCTTCTACCACAG
ACC1 JX073712
Antisentit GAACTGGAACTCTACTACAC
) Sentit GCGAGCCTAGTGAGCAACTGATATC
cALT1 AY206502 S
Antisentit CCGCTCGCTGGACTACGGGACCACGA
3 Sentit TGGAAGGGTAACGTGAAGACC
CcAST KMO014670 S
Antisentit GGTCCCCGGGGTGCCCAGACC
Sentit GGTATCCACGGTCGTATCTCAGCC
GDH JX073708

Antisentit GAGACCCACATTACCAAAGCCCTG

cALT1, ALT citosolica isoforma 1; cAST, AST citosolica.

! Extret de Panserat et al. (2002).
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El marcador fluorescent, en aquest cas SYBR Green (Applied Biosystems), s'uneix a les
cadenes dobles d'ADN (també a les simples, pero amb menor rendiment). El complex resultant
absorbeix llum a 497 nm i n'emet a 520 nm. Per tant, el senyal a 520 nm incrementa de

manera proporcional a la quantitat de producte final de la PCR.

Els volums i concentracions dels diferents reactius emprats en la qPCR van ser:

Volum

Reactiu Concentracio inicial (ul) Concentracio final

Mostra d'ADNc' 3.2

Oligonucleotid sentit 10 uM 1.6 0.4 uM

Oligonucleotid 11 um 1.6 04 uM

antisentit
Power SYBR Green
Master Mix> x2 20 x1

Aigua lliure d'ADNases 13.6
Total 40

! Mostra d'ADNc diluida 10 vegades amb aigua lliure d'ADNases.
% El reactiu Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) és una dissolucié tamponada que conté
tant el marcador SYBR Green com I'ADN polimerasa, els dNTPs, la referéncia passiva (6-carboxi-X-

rodamina) i el tamponant.

L'ADNc de cada mostra va ser amplificat per duplicat, dipositant 18 pL de cada mescla en
dos tubs oOptics diferents. Per a realitzar les diferents qPCRs es va utilitzar un aparell
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems), i es varen fixar les seglients

condicions:

509C durant 2 minuts
952C durant 10 segons
952C durant 15 segons

6229C durant 1 minut

oA W e

40 cicles (pas 3 a 4)

Al llarg dels diferents cicles de la PCR se seguia l'evolucié de la fluorescencia de la
mostra, d'aqui que la técnica sigui també coneguda com a PCR en temps real. La variable que
ens indica el nivell d'ADNc original a la mostra és el cicle llindar o Ct (cycle threshold). Es tracta
del cicle en el qual el senyal de fluorescencia supera un cert valor arbitrari. Aixi doncs, a major
quantitat de cDNA de partida, abans se supera aquest llindar i, per tant, menor és el valor Ct.

La fluorescéncia al Ct es va normalitzar respecte la fluorescéncia d'una referéncia passiva (6-
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carboxi-X-rodamina). D'aquesta manera es corregien possibles fluctuacions en la fluorescencia

deguts a canvis en la concentracié i el volum de les reaccions.

L'expressio del gen es va realitzar segons el métodeAACt. En aquest métode, I'expressio
del gen diana es normalitza amb I'expressié d'un gen control (en anglés, housekeeping gene),
en aquest cas el gen ribosomic 18S. Un cop normalitzat, I'expressié del gen diana a cada
mostra es compara amb ['expressié a una mostra de referéncia. Finalment, assumint que a
cada cicle es dobla la quantitat d'ADN, l'expressié relativa de cada gen es calcula segons la
férmula:

ZACt(mostra)

2AACt —
2ACt(mostra de referéncia)

on

ACt(mostra) = Ct(gen diana) - Ct(18s)
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3.11. ANALISI DE LA DIGESTIBILITAT | LA INGESTA DE NUTRIENTS DIGERIBLES

La digestibilitat de la dieta i de diferents nutrients de la dieta es va determinar
mitjangant la inclusié d'un tragador inert a la dieta. El marcador escollit va ser I'oxid d'itri
(Y,03), del qual s'incloia una proporcié en dieta del 0.1%. Com que no és assimilable per
I'aparell digestiu, durant la digestié I'Oxid d'itri es concentra al contingut intestinal.
Contrariament, la quantitat de nutrients assimilables es redueix durant la digestié. Coneixer la
concentracié d'itri a la dieta i a les mostres de femtes ens va permetre calcular el coeficient de

digestibilitat aparent (CDA) de la dieta:

Y,03ala dieta

S 100
Y,03a les femtes > )

CDA materia seca (%) = (1

D'altra banda, amb la concentracié dels diferents nutrients d'interées a la dieta i a les

femtes vam ser capacos d'estimar també els seus CDAs.

Y,03a la dieta proporcié del nutrient a les femtes

CDA (%) = (1 ) x 100

- X
Y,03a les femtes proporcié del nutrient a la dieta

Els nutrients seleccionats per a I'analisi van ser proteina, carboni i fosfor. L'escassa
guantitat de femtes recollides va impedir quantificar el seu contingut en greixos. En el cas de
les proteines i el carboni, les concentracions van ser assajades amb la mateixa técnica i seguint

el protocol descrit en I'Apartat 3.6.2.
Per a la determinacio de la concentracié de fosfor i itri a les mostres de pinso i femtes:

1. Es pesaven 20-25 mg de mostra en un reactor de tefld.

2. S'afegien 2 i 3 mL d'HNO; 70% als reactors amb les mostres de femtes i dieta,
respectivament.

3. Es digerien les mostres durant 24 hores a 902C.

4, Un cop refredat el reactor, es recollia I'hidrolitzat en un tub i s'esbandia l'interior del
reactor amb 20 o 30 mL d'aigua MilliQ, depenent de si la mostra era de femtes o de
pinso. El volum d'aigua esbandit es recollia també en el tub amb I'hidrolitzat.

5. Es determinava gravimetricament la densitat d'aquests hidrolitzats per a poder calcular

acuradament el seu volum a partir del pes.
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Les concentracions d'itri i fosfor en els extractes finals foren analitzats amb
espectroscopia de plasma d'induccié acoblat (ICP-OES) per I'equip de la Unitat d'Analisi de

Metalls del CCiT UB.

Posteriorment, els CDAs es van fer servir per a estimar la quantitat de pinso i nutrients
ingerits que finalment van ser assimilats per les orades. Aquests nous valors d'ingesta se'ls va

denominar com a ingesta digerible, i es van calcular de la seglient manera:

Ing(:"s‘canutrient (g/Kg dla) x CDAnutrient
100

Ingesta digerible,,iene (8/Kg dia) =

Logicament, en restar la ingesta bruta i la ingesta digerible es va obtenir una estimacid de les

pérdues de cada nutrient a través de les femtes. Aixi doncs:

Pérdues fecals, ient (8/Kg dia) = Ingesta,ywien: (8/Kg dia) - Ingesta digerible,irient
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3.12. ANALISI ESTADISTICA

Les dades varen ser analitzades estadisticament amb el programa GraphPad Prism 5

(GraphPad Software). El nivell de significacio escollit per a les diferents analisis era P<0.05.

Les diferencies estadistiques entre dietes s'analitzaren mitjancant I'ANOVA d'una via. En
cas que I'ANOVA indiqués diferencies significatives entre dietes, aquestes s'identificaven amb

el test post-hoc de Tukey.

Per a analitzar la dependéncia del valor d'una variable en funcid del nivell d'una altra,
s'ajustaren els valors d'ambdues variables per minims quadrats al millor model predictiu
possible. El millor model predictiu va ser escollit a través d'un test F, el qual contrasta la
bondat d'ajust de dos models, un d'ells més simple que I'altre (menor nombre de parametres).
Si el model més complicat no mostrava un ajust significativament millor, s'optava pel model
més simple. En cas que el model escollit fos el lineal, es contrastava si la pendent era
significativament distinta de 0 mitjancant un altre test F. Paral-lelament, es va avaluar la
possible interaccié d'un o més factors sobre la variable independent mitjancant I'analisi de la

covariancia (ANCOVA).

D'altra banda, també es dissenyaren experiments factorials per a estudiar els efectes de
dos ingredients diferents. En aquests experiments els resultats varen ser analitzats amb
ANOVA de dues vies. D'aquesta manera s'obtenia informacié sobre els efectes individuals i
combinats dels dos ingredients. Seguint les recomanacions de Wei et al. (2012), en cas
d'interaccié entre els efectes dels dos ingredients, les diferéncies entre les diferents dietes

s'analitzava amb el test post-hoc de Tukey.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO







4. RESULTATS I DISCUSSIO

4.1. EFECTES NUTRICIONALS DE LA SUPLEMENTACIO DE GLUTAMINA | GLUTAMAT EN
DIETES A BASE DE FARINA DE PEIX

4.1.1. Disseny de |'experiment

L'objectiu del present experiment era estudiar l'efecte de la suplementacié amb
glutamat o glutamina en el creixement i el paper que desenvolupen en I'expressid dels enzims
clau en el metabolisme hepatic de juvenils d'orada. Aquest coneixement podria resultar
d'ajuda per tal d'avaluar el potencial d'ambdds aminoacids com a promotors d'un Us més

eficient de la proteina de la dieta.

Per tal d'estudiar-ne els efectes nutricionals, es dissenyaren quatre dietes d'idéntica
formulacié, a excepcid d'un 4% emprat per a complementar amb més midé (dieta CHO),
glutamat (dieta GLU), glutamina (dieta GLN) o més proteina (albumina de sérum bovi, dieta
BSA) (Taula 6). Totes quatre dietes eren isoenergéetiques i, alhora, les dietes GLU, GLN i BSA
eren isonitrogenades. Les dietes CHO i BSA van ser dissenyades com a controls per avaluar
I'efecte de substituir proteines i carbohidrats per glutamat o glutamina. Les diferéencies en la
composicio d’aminoacids a les dietes foren insignificants (Taula 7), a excepcié de les dietes GLU
i GLN, que presentaren majors nivells de Glx (suma de les concentracions de glutamat i

glutamina).

En arribar al laboratori, els juvenils d'orada de 3.7+0.5 g varen ser distribuits en 12
aquaris. Un cop aclimatats a les noves condicions d'estabulacié, foren assignades cadascuna de
les dietes experimentals a tres aquaris aleatoris. Durant els seglients 52 dies els peixos varen
ser alimentats diariament amb una racié d'un 4% respecte el pes de I'animal. Per al seguiment
del pes, el sacrifici i la presa de mostres s'‘empraren els protocols descrits a Materials i

Metodes (Apartat 3.4 i 3.5).
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Taula 6. Formulacié i composicié de les quatre dietes experimentals.

CHO GLU GLN BSA

Formulacio (%)
Farina de peix* 70 70 70 70
Oli de peix’ 12.7 12.7 12.7 12.7
Midé® 14.2 10.2 10.2 10.2
L-Glutamat® - 4 - -
L-Glutamina® - - 4 -
Albumina® - - - 4
Carragenina4 2 2 2 2
Mescla mineral® 0.9 0.9 0.9 0.9
Mescla de vitamines® 0.2 0.2 0.2 0.2

Analisi quimica (% pes sec)
Proteina crua 51.9 55.6 56.1 55.9
Carbohidrats’ 18.3 14.0 13.6 14.1
Greix 18.4 18.8 18.9 18.9
Cendres 113 11.6 114 111
Energia bruta® 22.8 23.0 23.1 23.2

! Corpesca S.A. Super-Prime fish meal (Santiago de Chile, Chile).

2 AF.AM.S.A. (Vigo, Spain).

® Mido pregelatinitzat de blat de moro adquirit a Brenntag Quimica S.A. (St. Andreu de la Barca, Barcelona, Spain).
4 L-glutamat, L-glutamina, albumina de sérum bovi i iota carraguenina adquirits a Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA).

5 Mescla mineral (mg/Kg): CaHPO,.2H,0, 7340; MgO, 800; KCI, 750; FeS0O,.7H,0, 60; ZnO, 30; MnO,, 15;
CuS0,4.5H,0, 1.7; CoCl,.6H,0, 1.5; KI, 1.5; Na,SeOs, 0.3.

6 Mescla de vitamines (mg/Kg): clorur de colina, 1200; mio-inositol, 400; acid ascorbic, 200; acid nicotinic, 70;
acetat d'alfa-tocoferol, 60; pantotenat de calci, 30; riboflavina, 15; piridoxin, 10; acid folic, 10; menadion, 10;
tiamina-HCl, 8; tot-trans retinol, 2; biotina, 0.7; colecalciferol, 0.05; cianocobalamina, 0.05.

7 Els carbohidrats foren calculats per diferéncia (100 - % proteina crua - % greix - % cendres).

8 Calculat a partir de la composicio (proteina: 24 kJ/g; greix: 39 kl/g; carbohidrats 17kJ/g).
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Taula 7. Composicié en aminoacids (g/ 100g de proteina) de les dietes experimentals.

CHO GLU GLN BSA
ARG 6.2 5.4 5.4 5.8
HIS 3.8 3.2 3.2 3.4
LYS 7.8 6.6 6.6 7.3
THR 4.3 3.7 3.7 4.0
ILE 4.0 3.3 3.3 3.4
LEU 7.2 6.1 6.1 6.8
VAL 4.9 4.1 4.0 4.4
MET 2.9 2.4 2.5 2.5
PHE 3.7 3.0 3.3 3.6
Cys 0.4 0.4 0.4 0.6
Tyr 3.1 2.5 2.6 2.9
Asx’ 8.9 7.5 7.7 8.2
GIx? 12.7 17.8 18.0 11.9
Ala 5.8 4.8 5.0 5.2
Gly 5.8 4.9 4.9 4.9
Ser 3.8 3.2 3.3 3.5
Pro 3.6 3.0 3.1 3.2

Els aminoacids essencials s'indiquen en majuscules, els no essencials en mindscules.

! Asx representa la suma de concentracions d'Asn i Asp, atés que I'Asn és transformat a Asp
durant la hidrolisi.

2 Glx representa la suma de concentracions de GIn i Glu, atés que la GIn és transformada a

Glu durant la hidrolisi.
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4.1.2. Resultats

Creixement i eficiéncia alimentaria

Els juvenils d'orada alimentats amb les dietes GLU o GLN mostraren una millor FCR (Feed
Conversion Ratio) que els alimentats amb les dietes CHO (Taula 8). Els que foren alimentats
amb la dieta GLU, a més a més, presentaren una major retencié de proteines que els
alimentats amb les dietes CHO i BSA. La dieta GLU va millorar significativament la retencié de
greix comparada amb les dietes GLN i BSA. A banda, I'alimentacié amb la dieta GLU va donar
com a resultat un IHS (index hepatosomatic) més elevat. No obstant, no es van observar
diferéncies significatives en la taxa de creixement especific (SGR), el pes final, la ingesta diaria i
supervivencia (dades no mostrades) de les orades després de 52 dies d’alimentacié amb les

diferents dietes.

Taula 8. Rendiment del creixement, retencié de nutrients i composicié corporal de les orades alimentades amb les quatre

dietes experimentals.

CHO GLU GLN BSA p!
Pes inicial (g) 634+0.10  630:0.13 640017  46+008  0.8107
Pes final (g) 1425+022 1548037 1505:0.24  1464+033  0.083
SGR (%/dia) 157+0.04  174:0.08 166002  159+003  0.1023
Ingesta (g/peix dia) 13.86+0.43  1245+0.56 13.35+0.46 1310+0.42 0.273
Ingesta (g/Kg dia) 2844055 24.87+1.24° 2662+0.18° 7548+012® 00391
FCR 1914008  147+0.11° 154%0.04° 1664+008° 0013
Retencié proteica (%) 17.07+0.46° 22.65+1.23° 21.25:0.53" 19534+0.98°  0.009
Retencié greix (%)  30.81:4.74% 4272+112° 2547:191° 3559+408° 0.0207
IHS 1.1240.04° 151+004 113+0.03° 116+003° <0001
Composicio corporal (% pes en fresc. PF; % pes sec. PS)
Humitat (% PF) 68.63+1.07 68.36+0.62 7024+0.17 69.45+031  0.235
Proteina crua (% PS)  52.64+0.62° 55.08 +0.66™ 59.80+0.55° 57.50+0.37° <0.001
Greix cru (% PS) 29.99 +1.40° 33.00+0.65° 26.44+0.97° 26.97+1.44° 0.014
Cendres (% PS) 11.88+0.25 11.51+0.03 1248+0.51 1227+042  0.121

Els valors s'expressen com a la mitjana + I'error estandard de la mitjana de tres aquaris. Les diferents lletres en superindex
indiquen diferéncies entre mitjanes. SGR: specific growth rate, taxa de creixement especific; FCR: feed conversion ratio, taxa
de conversié d'aliment; IHS: index hepatosomatic.

! p-valors corresponents a I'ANOVA.

Les orades alimentades amb la dieta GLN van presentar una major proporcié de
proteina corporal que les alimentades amb les dietes GLU i CHO, pero similar a la dels peixos

alimentats amb la dieta BSA (Taula 8). Les orades alimentades amb la dieta GLU van exhibir un

86



contingut en greix més alt que les que foren alimentades amb les dietes GLN i BSA, tot i que no
s'observaren diferéncies significatives en comparacido amb els valors obtinguts en les orades
alimentades amb la dieta CHO. No s'observaren diferéncies d'humitat i contingut en cendres

entre grups d'orades alimentades amb dietes diferents.

Metabolits en serum i fetge

La glicemia en les orades alimentades amb la dieta GLN fou similar a la de les
alimentades amb la dieta BSA, pero significativament superiors que les obtingudes en
alimentar amb les dietes CHO i GLU (Taula 9). El contingut de glucogen i triglicérids en fetge va
ser significativament superior en els peixos alimentats amb dietes CHO i GLU que en aquells
alimentats tant amb les dietes GLN i BSA. El fetge de les orades alimentades amb les dietes
CHO, GLU i GLN mostraren concentracions similars de glutamat i glutamina lliures, les quals, al

seu torn, foren superiors a les observades a les orades alimentades amb la dieta BSA.

Taula 9. Concentracions de metabolits en seérum i fetge d'orades alimentades amb les quatre dietes experimentals.

CHO GLU GLN BSA P

Serum
Glucosa (mg/dL) 72.49+557°  80.01%5.38" 101.9 +6.34°  89.85+6.07% 0.008
Triglicerids (mg/dL) 842.2 £49.51° 698.5+49.93°° 434.4+30.75° 572.4+39.96™ <0.001

Fetge
Glucogen (mg/g) 89.89+3.04°  102.3 +6.42° 67.60+4.16°  68.65+3.87° <0.001
Triglicérids (mg/g)  5.24 +0.35° 4.81+0.14° 3.25+0.49° 2.99+0.30° <0.001
Glutamat (umol/g)  7.89 + 0.64° 9.44 +0.91° 9.79 +0.83° 3.39+0.16° <0.001
Glutamina (umol/g) 4.49 +0.67° 4.58 +0.47° 5.05 + 0.49° 0.79+0.17° <0.001

El contingut de glucogen s'expressa com a mg de glucosa per g de fetge fresc. Els valors s'expressen com a la mitjana + I'error
estandard de la mitjana de 8-10 peixos. Les diferents lletres en superindex indiquen diferéncies entre mitjanes (p<0.05).

! p-valors corresponents a 'ANOVA.
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Activitats i expressions dels enzims del metabolisme intermediari

Pel que fa als enzims implicats en la glucolisi, la major activitat enzimatica i expressid a
nivell d'ARN missatger (ARNm) per a la GK es trobaren a les orades alimentades amb les dietes
GLU i CHO (Figura 12). L'activitat enzimatica i I'abundancia d'ARNm de la PFK-1 varen ser
significativament inferiors al fetge dels peixos alimentats amb la dieta GLN. De manera similar,
els nivells d'activitat i expressié génica de la PK foren inferiors en els peixos alimentats amb
GLN que en els alimentats amb les altres dietes. D'altra banda, les orades alimentades amb
dieta GLU o GLN mostraren nivells d'ARNm de FBPasa més baixos que aquelles alimentades
amb dieta BSA, pero alhora similars als observats en orades alimentades amb la dieta CHO. Tot

i no ser estadisticament significativa, la mateixa tendéncia fou observada en l'activitat FBPasa.
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Figura 12. Efectes de les diferents dietes experimentals en I'activitat i els nivells d'ARNm de la GK, la PFK-1, la PK i la FBPasa en el
fetge de les orades. Les columnes blanques i negres representen les mitjanes de I'activitat enzimatica (n=12) i dels nivells d'ARNm
(n=8), respectivament. Les barres d'error corresponen a I'error estandard de la mitjana. Diferents lletres en minudscula o majuscula

indiquen diferencies significatives (p<0.05) en activitat i nivells d'ARNm, respectivament.

La lipogenesi hepatica va veure's afectada de manera significativa en funcié de la
composicio de la dieta (Figura 13). Els juvenils d'orada alimentats amb les dietes GLN o BSA
van mostrar activitats enzimatiques i nivells d'ARNm de G6PD inferiors als d'aquells alimentats
amb la dieta CHO. D'altra banda, I'activitat G6PD i els nivells d'’ARNm observats en les orades
alimentades amb la dieta GLU foren similars als obtinguts en alimentar amb la dieta CHO. En

comparacié amb els nivells d'’ARNm observats als peixos alimentats amb les dietes CHO o BSA,
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I'expressio génica d’ACC1 va ser regulada a la baixa en alimentar amb la dieta GLN, i regulada a

I'alga en alimentar amb la dieta GLU.
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Figura 13. Efectes de les diferents dietes experimentals en I'activitat enzimatica i els nivells d'ARNm de la G6PD i I'AAC1 en el fetge
de les orades. Les columnes blanques i negres representen les mitjanes de |'activitat enzimatica (n=12) i dels nivells d'ARNm (n=8),
respectivament. Les barres d'error corresponen a l'error estandard de la mitjana. Diferents lletres en mindscula o majuscula

indiquen diferéncies significatives (p<0.05) en activitat i nivells d'’ARNm, respectivament.
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Figura 14. Efectes de les diferents dietes experimentals en l'activitat enzimatica i els nivells d'ARNm de I'ALT, I'AST i la GDH en el
fetge de les orades. Les columnes blanques i negres representen les mitjanes de I'activitat enzimatica (n=12) i dels nivells d'ARNm
(n=8), respectivament. Les barres d'error corresponen a |'error estandard de la mitjana. Diferents lletres en mintscula o majdscula

indiquen diferéncies significatives (p<0.05) en activitat i nivells d'ARNm, respectivament.

L'activitat enzimatica i els nivells d'’ARNm de I'ALT i I'AST foren inferiors en els fetges de
les orades alimentades amb les dietes CHO, GLU o GLN que en aquelles alimentades amb Ia

dieta BSA (Figura 14). Els fetges de les orades alimentades amb les dietes GLU i GLN exhibiren
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activitats GDH en la direccié de la formacié del glutamat (GDHred) inferiors a les observades
en alimentar amb dieta CHO o BSA. Els nivells més baixos d'’ARNm de GDH correspongueren als
fetges de les orades alimentades amb les dietes GLU o GLN. No obstant aix0, quan es
determina l'activitat GDH en la direccié d'oxidacié del glutamat (GDHox), els peixos alimentats
amb les dietes GLN o BSA mostraren valors d'activitat més elevats que aquells alimentats amb

les dietes CHO o GLU.

4.1.3. Discussio

Els juvenils d'orada alimentats amb les quatre dietes no presentaren diferéncies
significatives ni en el pes final ni en la taxa de creixement especific (SGR). Aquests resultats sén
raonables tenint en compte la similitud entre dietes pel que fa al contingut energétic. Tot i les
divergencies entre dietes en el contingut de nitrogen i carbohidrats, s'ha demostrat amb
anterioritat que les orades son capaces d'adaptar la seva maquinaria enzimatica en funcié de
la relacié d'ambdds macronutrients, la qual cosa minimitzaria les diferéncies en la taxa de
creixement (Fernandez et al.,, 2007; Meton et al., 1999). Una altra rad podria ser el régim
d'alimentacid al qual varen ser sotmesos els peixos i que podria haver-ne limitat el creixement.
Les diferéncies en creixement es podrien haver accentuat si els peixos haguessin estat
alimentats ad libitum, més encara si es considera que els aminoacids lliures habitualment
actuen com a estimulants de la ingesta en peixos (Li et al., 2009). No obstant aixo, les
diferéncies en la ingesta haurien emmascarat els efectes especifics del glutamat i la glutamina

en el creixement i el metabolisme intermediari de I'orada, objectiu principal d’aquest estudi.

De tota manera, el pes final, SGR i ingesta no van ser idéntics en els quatre grups
d'orades. Les diferéncies, minses i no significatives en creixement i ingesta, varen esdevenir
significatives per a altres parametres del rendiment alimentari. En aquest sentit, quan es
calcula com una funcié del pes corporal del peix, la ingesta diaria de les orades alimentades
amb la dieta GLU resulta ser significativament inferior a la d'aquelles alimentades amb la dieta
CHO. A més a més, la suplementacié amb glutamat i glutamina va millorar la FCR dels juvenils
d'orada en comparar amb |'obtinguda amb la dieta enriquida amb carbohidrats (dieta CHO).
Sén diversos els estudis que han demostrat que la suplementacié amb glutamina i glutamat
millora el creixement i I'eficiencia alimentaria en altres espécies de peixos (Cheng et al., 2012;
Hughes, 1985; Oehme et al., 2010; Qiyou et al., 2011; Wang et al., 2011; Yan i Qiu-Zhou, 2006).
Malgrat aix0, altres estudis publicats no sostindrien aquests efectes positius (Cheng et al.,
2011; Figueiredo-Silva et al., 2010; Gémez-Requeni et al., 2003; Kirchner et al., 2003; Mambrini

i Kaushik, 1994; Pohlenz et al.,, 2012). Aquestes discrepancies entre estudis podrien tenir
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explicacio en diferencies en el disseny dels experiments i de la formulacié de les dietes. Aixi
doncs, els pitjors rendiments alimentaris s'observaren quan, per tal de mantenir dietes
isonitrogenades, la proteina de la dieta era parcialment substituida per glutamina o glutamat.
Contrariament, s'observaren millores en el creixement en aquells experiments on el valor
nutricional del glutamat i la glutamina eren contraposats als d'un altre NEAA, normalment la

glicina.

En base als nostres resultats, la suplementacié d'un 4% de glutamat o glutamina millora
la retencio proteica en juvenils d'orada en comparacié amb una dieta control amb un 4% més
de carbohidrats (dieta CHO). En el cas del glutamat, la retencié proteica s'incrementa per sobre
de la dels peixos alimentats amb un 4% més de proteina (dieta BSA). S'accepta de manera
generalitzada que la retencié proteica en peixos disminueix en augmentar la proporcid
proteina/carbohidrat de la dieta (Fernandez et al., 2007; Sa et al., 2007), i també amb elevades
proporcions d'aminoacids no essencials/aminoacids essencials (AANE/AAE) (Gémez-Requeni et
al., 2003; Green et al., 2002; Peres i Oliva-Teles, 2005, 2006). No obstant, ates que els peixos
han demostrat degradar preferentment els AANE, un augment moderat del contingut d’AANE
a la dieta podria prevenir I'Us excessiu d'AAE com a substrats energetics (Abboudi et al., 2009;
Conceicdo et al., 2002; Kim et al., 1992; Rgnnestad et al., 2003). En aquest sentit, es va
observar que la suplementacié amb glutamat i glutamina millora I'absorcié neta d'aminoacids
de cadena ramificada a l'intesti dels porcs (Burrin i Stoll, 2009), la qual cosa s'atribui a una
oxidacio preferent de glutamat i glutamina pels enterodcits. En peixos, la suplementacié en
glutamina va augmentar l'absorcié i utilitzacié de nutrients a través de la millora de
I'estructura i la funcio intestinal (Cheng et al., 2011; Cheng et al., 2012; Pohlenz et al., 2012;
Qiyou et al., 2011; Yan i Qiu-Zhou, 2006). En aquest experiment, la suplementacié de glutamat
i glutamina va derivar en canvis en el metabolisme intermediari de I'orada que podrien haver

conduit a un millor Us de la proteina de la dieta.

Els efectes de la suplementacié amb glutamina i glutamat en el metabolisme hepatic
dels peixos no havien estat estudiats préviament en un mateix experiment, probablement
perque tots dos aminoacids intervenen en les mateixes vies metabodliques i comparteixen els
mateixos rols (Newsholme et al., 2003). Els resultats aqui presentats mostren que el
metabolisme de la glucosa i els lipids al fetge de les orades va modular-se de diferent forma
segons l'aminoacid suplementat, per molt que ambdues dietes continguessin la mateixa
proporcié de carbohidrats i greixos. Els peixos alimentats amb la dieta GLN exhibiren una

regulacié a la baixa de I'activitat i els nivell d'ARNm del conjunt d'enzims glucolitics estudiats.
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Aquest efecte fou encara més pronunciat que I'observat en peixos alimentats amb la dieta
BSA, on només |'activitat i I'expressio génica de la GK van veure's reduides per la menor ingesta
de carbohidrats. A més a més, la suplementacié amb glutamina va resultar en els majors nivells
de glucosa en sérum, la qual cosa podria indicar una menor capacitat glucolitica. La fosforilacié
de la glucosa en glucosa 6-fosfat per la GK hepatica és un pas clau per la sintesi del glucogen i
la via de la pentosa fosfat. En aquesta linia, els fetges de les orades alimentades amb dieta GLN
mostraren un menor contingut en glucogen, aixi com també una reduccié del nivell d'ARNm i
activitat G6PD en comparaciéo amb les orades alimentades amb les dietes CHO o GLU. La fase
oxidativa de la via de la pentosa fosfat és una de les fonts principals de NADPH per a la sintesi
d'acids grassos, aixi doncs, aquest ajust metabolic podria coincidir amb els nivells més baixos
d'expressid d'ACC1 observats en alimentar les orades amb la dieta GLN. Uns nivells baixos de
triglicerids en serum i en fetge, aixi com un baix contingut de greix corporal en els peixos
alimentats amb la dieta GLN donarien suport a una regulacid a la baixa de la lipogenesi.
Contrariament, les orades alimentades amb la dieta GLU mostraren una expressié de la GK
similar a la de les orades alimentades amb la dieta CHO, tot i haver ingerit una menor quantitat
de carbohidrats. En concordancga amb I'expressio de la GK, els fetges de les orades alimentades
amb dieta GLU presentaren un alt contingut en glucogen i una regulacié a l'alca de I'expressio
de la G6PD. A més a més, la suplementaciéo amb glutamat va promoure la sintesi i retencid de
lipids tenint en compte I'augment dels nivells d'’ARNm de la ACC1, I'elevada proporcié de greix

corporal i els alts nivells de triglicerids en serum i fetge.

Fins on es té coneixement, aquest estudi presenta per primer cop un efecte significatiu
de la suplementacié amb glutamat en la via glucolitica dels peixos. En humans, ha estat provat
que la suplementaci6 amb glutamat podria millorar el metabolisme de la glucosa (Di
Sebastiano et al., 2013). D'altra banda, anteriors estudis sobre I'efecte de la suplementacié de
glutamat a la lipogenesi hepatica en peixos no han estat concloents i els autors han suggerit
que altres factors nutricionals relacionats amb la formulacid de la dieta, com una elevada
substitucié de la proteina de la dieta (Figueiredo-Silva et al., 2010) o la inclusié de fonts de
proteina vegetals (Gomez-Requeni et al., 2003), poden estar-hi involucrats. Pel que fa a la
glutamina, de manera similar a com s'ha observat en orada en el present experiment, la seva

suplementacio redui I'expressio de la PK hepatica en garrins (Xiao et al., 2012).

El glutamat i la glutamina han estat proposats com a reguladors de la glucolisis i la
lipogeénesi a través de la mediacid de diferents vies de senyalitzacié cel-lular (Meijer, 2003;

Newsholme et al., 2003). La glutamina activa la via de senyalitzaci6 mTOR (Duran i Hall, 2012;
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Fumarola et al., 2005; Wu et al., 2013), la qual s'ha demostrat recentment que intercedeix en
I'activacio transcripcional de la GK i de I'acid gras sintasa (FAS, EC .3.1.85) en truita irisada (Dai
et al.,, 2013). En aquest estudi, els fetges dels peixos alimentats amb les dietes GLU i GLN
presentaren concentracions similars de glutamina lliure. Malgrat aixo, les vies glucolitica i
lipogenica foren promogudes només en les orades alimentades amb dieta GLU. Experiments in
vitro amb hepatocits de truita indiquen que la regulacié a l'alga de la GK i la FAS a través de
I'activacio de la via mTOR depén de la preséncia d'insulina (Lansard et al., 2010, 2011). Tot i
que els nivells sérics d’insulina no foren mesurats en el present estudi, I'augment de la
glucolisi, la glucogénesi i la lipogénesi en les orades alimentades amb la dieta GLU s'ajusta amb
els efectes de la insulina descrits per a peixos (Caruso i Sheridan, 2010). No s'ha demostrat cap
efecte del glutamat i la glutamina en els nivells sérics d'insulina dels peixos, pero altres
aminoacids com l'arginina, l'alanina i la metionina han mostrat una major activitat
insulinotropica que la glucosa (Andoh, 2007). En mamifers, el glutamat i la glutamina
potencien I'exocitosi d'insulina dependent del calci causada tant per la glucosa com per la
leucina (Wiederkehr i Wollheim, 2012). D'altra banda, els efectes analegs a la insulina
observats en els peixos alimentats amb la dieta GLU podrien derivar-se de I'augment del volum
cel-lular a causa del glutamat, procés freqliientment associat a la promocié de la sintesi de
glucogen i l'activitat ACC1 (Meijer, 2003). No obstant, els mecanismes moleculars que
expliquen el rol del glutamat i la glutamina en el metabolisme de la glucosa no sén encara clars
(Wiederkehr i Wollheim, 2012). Tot i que calen més estudis, els resultats que aqui es presenten
donen suport a la hipotesi per la qual el glutamat participaria en la regulacié del metabolisme

de la glucosa en els peixos.

D'acord amb els resultats d'activitat i d'expressio genica de la FBPasa, la gluconeogenesi
al fetge de les orades no es va veure afectada per les diferencies en el contingut de
carbohidrats a la dieta. Aquests resultats concorden amb estudis previs en peixos, els quals
mostraren una activitat gluconeogenica pobrament inhibida pels carbohidrats de la dieta
(Caseras et al., 2002; Enes et al., 2009; Fernandez et al., 2007; Metdn et al., 1999; Polakof et
al.,, 2012). Al present estudi, I'expressié FBPasa al fetge dels juvenils d'orada no es va veure
afectada per la suplementacié amb glutamat i glutamina, malgrat que ambdds aminoacids sén
substrats importants per a la gluconeogenesi hepatica (Newsholme et al., 2003). Tot i aixi,
d'acord amb |'expressio dels enzims que controlen el cicle de la fructosa 6-fosfat/fructosa 1,6-
bifosfat, la PFK-1 i la FBPasa, la glucolisi seria promoguda a les orades alimentades amb la dieta
GLU i inhibida a les alimentades amb la dieta GLN. Els estudis anteriors sobre els efectes de la

suplementacié amb glutamat en la gluconeogenesi dels peixos no havien donat resultats
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concloents. Kirchner et al. (2003) i Gdmez-Requeni et al. (2003) no trobaren efectes de la
suplementacié de glutamat sobre l'activitat i I'expressié genica de la FBPasa i la glucosa-6-
fosfatasa (G6Pasa, EC 3.1.3.9) en truita irisada i orada. No obstant aix0, Kirchner et al. (2003)
reportaren una reduccié significativa de I'activitat fosfoenolpiruvat carboxiquinasa
mitocondrial (PEPCK, EC 4.1.1.32). Contrariament, Figueiredo-Silva et al. (2010) trobaren que
I'activitat PEPCK és regulada a l'alga en Pagellus bogaraveo alimentats amb una dieta

suplementada amb glutamat i aspartat.

Segons els resultats del present estudi, el metabolisme dels aminoacids és afectat de
diferent manera segons la naturalesa del compost nitrogenat suplementat. Els nivells de
I’expressid en fetge de I'ALT i I'AST indiquen que la inclusié de glutamat i glutamina no promou
la transaminacié en comparacié amb la suplementacié d'una proteina purificada (dieta BSA).
Anteriors estudis sobre la suplementacié d'AANE en dietes per a peixos no mostraren cap
efecte en |'activitat hepatica d'ALT i AST (Figueiredo-Silva et al., 2010; Gomez-Requeni et al.,
2003; Peres i Oliva-Teles, 2006). Aparentment, gran part del glutamat i la glutamina de la dieta
és primerament metabolitzada a I'intesti dels peixos (Ando, 1988), com en el cas dels mamifers
(Burrin i Stoll, 2009). Al nostre estudi, la suplementacié amb glutamat i glutamina va regular a
la baixa I'activitat GDHred (aminacié d'a-cetoglutarat en glutamat) i els nivells d'ARNm de la
GDH, la qual cosa suggereix que la demanda hepatica de glutamat fou satisfeta en major
mesura per la ingesta de la dieta que per la sintesi de novo, contrariament al que sembla
succeir en els peixos alimentats amb les dietes CHO o BSA. D'altra banda, segons els valors de
I'activitat GDHox (desaminacio de glutamat ena -cetoglutarat), la taxa d'oxidacié de glutamat
sembla haver estat superior en els peixos alimentats amb les dietes GLN o BSA que en els
alimentats amb les dietes CHO o GLU. Aixi doncs, les activitats GDHred i GDHox es van veure
diferentment afectades per la composicié de la dieta. En aquest sentit, la relacié entre les
activitats GDHred/GDHox al fetge dels peixos pot canviar al llarg d'un periode postprandial de
24 hores (Tng et al., 2008), aixi com en resposta a |'exposicio a l'aire (Jow et al., 1999) i a nivells
elevats d'amoni en el medi (Peng et al.,, 1998). Cal destacar, pero, el fet que les orades
alimentades amb les dietes GLU i GLN mostraren diferents activitats GDHox, tot i que tots dos
aminoacids sén, en principi, facilment catabolitzats per aquest enzim. No obstant, la inclusio
de glutamat a la dieta ja havia mostrat reduir |'activitat GDHox al fetge de Pagellus bogaraveo

(Figueiredo-Silva et al. 2010), un altre representant de la familia dels esparids, com I'orada.

Les tendéncies en l'activitat GDHox entre els diferents grups d'orades és coherent amb

la tendéncia inversa observada en l'activitat GK. En suma, les orades alimentades amb les
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dietes GLN o BSA evidencien una major demanda de glutamat com a recurs energetic, mentre
que la promocio de la glucolisi en alimentar les orades amb les dietes CHO i GLU probablement
redui aquesta demanda. Una major activitat GDHox als peixos alimentats amb la dieta GLN no
sembla haver estat suficient per a reduir la concentracié hepatica de glutamat i glutamina
lliure, com si succeeix en els peixos alimentats amb la dieta BSA. La ingesta de glutamina
hauria excedit els requeriments d’energia del fetge, la qual cosa podria haver estalviat

I'oxidacié d'altres aminoacids, i milloraria aixi la retencioé proteica del peix.

Per concloure, la suplementacié de la dieta amb glutamat i glutamina millora I'is de la
proteina ingerida per juvenils d'orada a través de diferents ajustos metabolics. Mentre que en
les orades alimentades amb un suplement de glutamina, el fetge catabolitzaria preferentment
I'excés de glutamina enlloc d'altres aminoacids procedents de la dieta, la suplementacié amb
glutamat va incrementar la retencid de proteina a través de la millora de la resposta
metabolica a la ingesta de carbohidrats. Futurs experiments ajudaran a aclarir el paper del
glutamat en I'estimulacioé de la glucolisi aqui observada, i a avaluar si aquest efecte pot facilitar
la substitucié de proteines per carbohidrats en dietes per a peixos sense comprometre'n el

creixement ni |'eficiencia alimentaria.
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4.2. INCLUSIO DE TAURINA EN DIETA A BASE DE PROTEINA D'ORIGEN VEGETAL

Per tal d'estudiar els possibles beneficis de la taurina en la nutricié d'orades alimentades
majoritariament o exclusivament amb proteina vegetal, es varen realitzar tres experiments

consecutius:

— Experiment 1: efectes de la inclusié de diferents nivells de taurina en dieta amb un 90%

de proteina vegetal.

— Experiment 2: efectes de la inclusid de taurina en dietes amb un 90 o un 100% de

proteina vegetal.

— Experiment 3: efectes de la inclusid de taurina en combinacié amb un hidrolitzat de

proteina de soja.

4.2.1. Experiment 1: efectes de la inclusié de diferents nivells de taurina en dieta amb un
90% de proteina vegetal

4.2.1.1. Disseny de I'experiment

El primer experiment, (en endavant referit com a Experiment 1) va ser plantejat per a
verificar si I'addicié de taurina millorava el rendiment nutricional de dietes a base de proteina
vegetal per a orada, i per a determinar el grau optim d’inclusié en la dieta. Per aquest motiu es
va formular una dieta base amb un 50% de proteina, de la qual el 90% era d'origen vegetal i
només un 10% procedia de la farina de peix (Taula 10). Les fonts de proteina vegetal escollides
foren el concentrat proteic de soja, el gluten de blat i el gluten de blat de moro. Les
proporcions dels tres ingredients vegetals s'ajustaren segons la seva composicié quimica,
facilitada per I'empresa subministradora (SPAROS Lda., Portugal; veure Annex), i atenent als
requeriments en aminoacids essencials de I'orada descrits a Kaushik (1998). També s'afegiren a
la formulacidé lisina, metionina i hidrofosfat de calci per a compensar les deficiencies
nutricionals intrinseques a aquests ingredients. A la Taula 11 es mostra el perfil d'aminoacids
d'aguesta dieta base. A partir d'aquesta dieta base es prepararen tres dietes més

suplementades amb un 0.5, un 1i un 2% de taurina, respectivament.

Cadascuna de les quatre dietes experimentals fou assignada aleatoriament a un aquari

amb 15 orades de 38.6 + 5.4 g. Els peixos varen ser alimentats diariament ad libitum durant 20
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dies. Per al seguiment del pes, el sacrifici i la presa de mostres s'empraren els protocols

descrits a Materials i Metodes (Apartat 3.4 i 3.5).

A fi d'estudiar la possible relacié entre els canvis a nivell somatic amb la modulacié del
metabolisme intermediari, també s'estudiaren els efectes de la taurina sobre diferents

metabolits en serum i fetge, aixi com I'activitat d'enzims clau en el metabolisme hepatic.

Taula 10. Formulacié i composicié quimica de les dietes emprades a I'Experiment 1.

0% Tau 0.5% Tau 1% Tau 2% Tau

Formulacid (%)

Farina de peix’ 6.9 6.9 6.8 6.7
Concentrat proteic de soja2 43.8 43.4 43.1 42.5
Gluten de blat’ 7.6 7.6 7.5 7.4
Gluten de blat de moro’ 11.5 11.4 11.3 11.2
Mido pregelatinitzat3 9.9 9.9 9.9 9.9
Olide peix4 15.0 15.0 15.0 15.0
L-Lisina® 0.4 0.4 0.4 0.4
DL-Metionina® 0.6 0.6 0.6 0.6
Taurina® 0.0 0.5 1.0 2.0
CaHPO,’ 2.2 2.2 2.2 2.2
Mescla mineral® 0.9 0.9 0.9 0.9
Mescla vitaminica’ 0.1 0.1 0.1 0.1
Clorur de colina’ 0.1 0.1 0.1 0.1
Alginat’ 1.0 1.0 1.0 1.0
Analisi quimica (% pes sec)
Proteina crua 50.2 499 49.9 50.0
Greix 14.5 14.5 14.5 14.5
Cendres 7.7 7.7 7.7 7.7
Fosfor 1.0 1.0 1.0 1.0

! Corpesca S.A. Super-Prime fish meal (Santiago de Chile, Chile).

? SPAROS Lda. (Olhdo, Portugal).

3 Midé pregelatinitzat de blat de moro adquirit a Brenntag Quimica S.A. (St. Andreu de la Barca,
Barcelona, Spain).

* A.F.AM.S.A. (Vigo, Spain).

> Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

6 Mescla mineral (mg/Kg): CaHPO,.2H,0, 7340; MgO, 800; KCI, 750; FeS0,.7H,0, 60; ZnO, 30; MnO,,
15; CuS04.5H,0, 1.7; CoCl,.6H,0, 1.5; KI, 1.5; Na,SeOs, 0.3.

7 Mescla de vitamines (mg/Kg): mio-inositol, 400; acid ascorbic, 200; acid nicotinic, 70; acetat d'alfa-
tocoferol, 60; pantotenat de calci, 30; riboflavina, 15; piridoxin, 10; acid folic, 10; menadion, 10;

tiamina-HCl, 8; tot-trans retinol, 2; biotina, 0.7; colecalciferol, 0.05; cianocobalamina, 0.05.
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Taula 11. Perfil d'aminoacids (g/100g proteina) de la dieta base de

I'Experiment 1.

Requeriments

AA 0% Tau orada®
ARG 6.0 54
HIS 2.4 1,7
LYS 5.3 5,0
THR 3.9 2,8
ILE 3.8 2,6
LEU 7.9 4,5
VAL 4.2 3,0
MET 2.5 2,4
PHE 5.2 2,9
Cys 0.6 -
Tyr 4.2 -
Asx® 8.6 -
GIx® 18.3 -
Ala 45 -
Gly 3.6 -
Ser 4.9 -
Pro 6.5 -
Tau 0.2 -

Els aminoacids essencials s'indiquen en majuscules, els no essencials
en minuscules.

'Concentracions de cada aminoacid requerits per orada segons
Kaushik (1998).

’ Asx representa la suma de concentracions d'Asn i Asp, atés que
I'Asn és transformat a Asp durant la hidrolisi.

® Glx representa la suma de concentracions de GIn i Glu, atés que la

Gln és transformada a Glu durant la hidrolisi.

4.2.1.2. Resultats

Creixement i eficiéncia alimentaria

Després de 20 dies d'alimentacié amb les diferens dietes experimentals, només les
orades alimentades amb la dieta amb 1'1% d'inclusié de taurina presentaren pesos
significativament superiors als de les alimentades amb dieta sense suplement de taurina
(Figura 15). No obstant, en calcular les taxes de creixement s'adverteix que la incorporacio de
taurina a la dieta va millorar el creixement de les orades entre un 35 i un 43%. Tal i com es

mostra en la Figura 9, I'augment de la taxa de creixement no és progressiu siné que s'estanca a

98



partir del 0.5% d'inclusié de taurina, ajustant-se en un 99.9% a una funcié exponencial de tipus

Y=Y+ (Vomar Yo) (1-€), on

Y, representa la taxa de creixement quan el nivell d'inclusio de taurina és O,
Ymax F€Presenta la maxima taxa de creixement possible,

a és una constant de proporcionalitat entre taxa de creixement i nivell d'inclusié de

taurina.

A partir d'aquesta funcio i d'acord a les indicacions de Shearer (2000), es calcula com a
requeriment de taurina el rang que correspondria al 95-99% de la maxima taxa de creixement.
Segons aquest criteri, els juvenils de taurina requeririen una inclusié de taurina d'entre el

0.52% i el 0.96%.

La ingesta d'aliment va augmentar linealment amb el nivell d'inclusié de taurina a la
dieta. L'increment en el nivell de taurina va resultar inicialment en una disminucid de la taxa de
conversid de l'aliment (FCR, feed convertion ratio). En sobrepassar 1'1% d'inclusié de taurina,
els valors de FCR comencen a créixer atés que la ingesta d'aliment continua augmentant
mentre que el creixement s'estabilitza. L'evolucié dels valors de FCR s'ajusta en un 99.4% a una
funcié quadratica. Segons aquesta funcio, calculant el valor minim o vertex de la parabola,

s'estima un nivell de requeriment de taurina exdgena del 0.93%.
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Figura 15. Resultats de creixement, ingesta diaria i taxa de conversié de l'aliment (FCR, feed convertion ratio) i index
hepatosomatic (IHS) en orades alimentades amb diferents nivells de taurina. Les barres blanques i les barres d'error representen el
valor mitja i I'error estandard de la mitjana de cada aquari, respectivament. Els punts i les linies discontinues representen valors
Unics per a cada aquari i el model predictiu al qual s'ajusten. Lletres diferents sobre les barres indiquen diferéncies significatives

entre mitjanes (p<0.05).

Metabolits en sérum i fetge

El nivell d'inclusié de taurina en la dieta va afectar la concentracié dels diferents
metabolits analitzats en sérum i fetge (Figura 16). Per a tots els metabolits analitzats, els valors
de concentracio s'ajusten significativament (p-valor <0.05) a una funcié quadratica. Aixi doncs,
les orades alimentades amb un suplement d'un 1% de taurina presentaren les valors més
elevats de cada metabolit, és a dir, les proximes al vértex de la parabola. En el cas dels nivells

de glucosa i triglicerids en serum, un 1% de taurina a la dieta va resultar en valors
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estadisticament superiors als de les orades alimentades amb la dieta sense o amb un 2% de
complement de taurina. En canvi, els nivells de glicogen en fetge de les orades alimentades
amb el suplement de 1'1% de taurina superaren significativament al d'aquelles alimentades
amb el 2%. Pel que fa als nivells de triglicerids en fetge, aquests van augmentar
significativament amb la dieta amb un 1% de taurina en relacié amb els valors obtinguts amb la

complementacié del 2%.
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Figura 16. Concentracions de glucosa en serum, de triglicerids (TG) en sérum i fetge, i de glicogen en fetge d'orades alimentades
amb diferents nivells de taurina. Els punts i les barres d'error representen el valor mitja i I'error estandard de la mitjana de cada
aquari (7-8 mostres per aquari), respectivament. Les linies discontinues corresponen al model predictiu al qual s'ajusten. Lletres

diferents sobre els punts indiquen diferéncies significatives entre mitjanes (p<0.05).

Activitats dels enzims del metabolisme intermediari

Les activitats dels enzims glucolitics GK i PFK-1, aixi com ['activitat FBPasa de la via
gluconeogenica s'ajusta significativament al model lineal (Figura 17). Entre els enzims de la
glucolisi, l'activitat GK va augmentar progressivament amb el nivell de taurina en dieta, per
contra, l'activitat PFK-1 va disminuir. En comparar l'activitat GK de cada grup d'orades, la
tendéncia anterior es tradueix en diferéncies significatives entre els grups alimentats amb les

dietes amb un 0 i un 2% de taurina. En el cas de la PFK-1, les orades alimentades amb les dietes
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amb un 1 o un 2% de taurina van presentar activitats enzimatiques menors que les
alimentades amb les dietes amb un 0 o un 0.5%. Pel que fa a la gluconeogénesi, I'activitat FBP
incrementa amb el nivell de taurina en dieta, derivant en diferéncies significatives entre els

peixos alimentats amb les dietes 01 0.5% i els alimentats amb les dietes 1 i 2%.
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Figura 17. Activitat glucoquinasa (GK), fosfofructoquinasa-1 (PFK-1), piruvat quinasa (PK) i fructosa bifosfatasa-1 (FBPasa) en fetge
d'orades alimentades amb diferents nivells de taurina. Els punts i les barres d'error representen el valor mitja i I'error estandard de
la mitjana de cada aquari (7-8 mostres per aquari), respectivament. Les linies discontinues corresponen al model predictiu al qual

s'ajusten. Lletres diferents sobre els punts indiquen diferéncies significatives entre mitjanes (p<0.05).

L'activitat dels dos enzims representants de la via de les pentoses fosfat també es va
veure afectada pel nivell de taurina en dieta (Figura 18). Tant I'activitat G6PD com la 6PGD
s'ajusten significativament a un model lineal de pendent negativa. En conseqiiéncia de la
davallada d'activitat, les orades alimentades amb les dietes amb un 1 o un 2% de taurina
presentaren valors significativament inferiors als de les alimentades amb les dietes amb un 0 o

un 0.5%.
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Figura 18. Activitat glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (G6PD) i 6-fosfogluconat deshidrogenasa (6PGD) en fetge d'orades
alimentades amb diferents nivells de taurina. Els punts i les barres d'error representen el valor mitja i I'error estandard de la
mitjana de cada aquari (7-8 mostres per aquari), respectivament. Les linies discontinues corresponen al model predictiu al qual

s'ajusten. Lletres diferents sobre els punts indiquen diferéncies significatives entre mitjanes (p<0.05).

En relacid al metabolisme hepatic dels aminoacids, I'activitat aminotransferasa i
I'activitat GDH en la direccié de reduccié (GDHred) van augmentar amb el nivell de taurina en
dieta, ajustant-se significativament a una funcié lineal (Figura 19). En comparar amb les
activitats obtingudes sense suplement, I'analisi post hoc corrobora que la inclusié de taurina
incrementa significativament I'activitat ALT i AST. En el cas de I'activitat GDHred, I'efecte de la
taurina no és tan pronunciat i només s'evidencia a un nivell d'inclusié del 2%. L'activitat de la
GDH en la direccid de oxidacié (GDHox) també s'ajusta a un model lineal, pero, en el seu cas,
de pendent negativa. La inclusié d'un 1 o un 2% de taurina en la dieta va reduir
significativament |'activitat GDHox respecte a la de les orades alimentades amb un 0 o un 0.5%

de taurina.
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Figura 19. Activitat de l'alanina aminotransferasa (ALT), I'aspartat aminotransferasa (AST) i la glutamat deshidrogenasa en la
direccié de reduccié (GDHred) i oxidacié (GDHox) en fetge d'orades alimentades amb diferents nivells de taurina. Els punts i les
barres d'error representen el valor mitja i I'error estandard de la mitjana de cada aquari (7-8 mostres per aquari), respectivament.
Les linies discontinues corresponen al model predictiu al qual s'ajusten. Lletres diferents sobre els punts indiquen diferéncies entre

mitjanes (p<0.05).

4.2.2. Experiment 2: efectes de la inclusié de taurina en dietes amb un 90 o un 100% de
proteina vegetal

4.2.2.1. Disseny de I'experiment

A partir dels resultats obtinguts a I'Experiment 1, es va establir '1% en dieta com el grau
optim d'inclusié de taurina. En un segon experiment (en endavant referit com a Experiment 2)
s'estudiaren els efectes de la inclusié d’aquest 1% de taurina sobre el rendiment nutricional de
dues dietes amb diferents nivells de proteina vegetal: I'una amb un 90% i l'altre amb un 100%.
Seguint un disseny factorial, es prepararen quatre dietes diferents: dues dietes amb un 90% de
proteina vegetal amb o sense complement de taurina (dietes 90T i 90, respectivament), i dues
dietes amb un 100% de proteina vegetal amb o sense complement de taurina (dietes 100T i
100). Tal i com es detalla a la Taula 12, les dietes continuaren sent formulades amb la mateixa
proporcié de proteina i greixos, i els mateixos ingredients que a I'Experiment 1. Per tal
d'avaluar I'eficacia de la taurina restablint el creixement i I'eficiencia alimentaria de les orades

a valors competitius, es va preparar una dieta control a base de farina de peix (dieta FM).

104



A la taula 13 es mostren els perfils d'aminoacids de les cinc dietes experimentals. Pel
que fa als aminoacids essencials, la dieta FM contenia majors concentracions de lisina, pero
menors de leucina i fenilalanina. Les dietes amb un 90 o un 100% de proteina vegetal
presentaren perfils d'aminoacids similars. La inclusié de taurina eleva la concentracié del
compost fins a valors 10-20 vegades superiors als de les dietes vegetals no complementades, i

dues vegades superiors als de la dieta FM.

Cadascuna de les cinc dietes experimentals varen ser assignades aleatoriament a tres
aquaris amb 24-25 orades cadascun. A l'inici de I'experiment, el pes mitja en tot el conjunt
d'orades fou de 5.9 + 1.1 g, i no s'observaren diferéncies de pes entre els diferents aquaris i els
diferents tractaments (p>0.05). Els peixos varen ser alimentats diariament ad libitum durant 54
dies. Per al seguiment del pes, el sacrifici i la presa de mostres s'empraren els protocols

descrits a Materials i Metodes (Apartat 3.4 i 3.5).

A banda de l'analisi dels efectes de la taurina sobre el creixement, l'eficiencia
alimentaria i el metabolisme intermediari de les orades, en aquest experiment s'obtingueren

mostres de femtes per a analitzar possibles canvis en la digestibilitat de la dieta.
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Taula 12. Formulacié i composicié quimica de les dietes emprades a I'Experiment 2.

FM 20 90T 100 100T
Formulacio (%)
Farina de peix’ 70.3 6.9 6.8 - -
Concentrat proteic de soja2 - 43.7 43.1 48.6 47.9
Gluten de blat? - 7.6 7.5 8.5 8.4
Gluten de blat de moro® - 11.5 11.3 12.7 12.6
Midé pregelatinitzat® 19.4 9.9 9.9 9.1 9.1
Olide peiX4 8.1 15.0 15.0 15.7 15.7
L-Lisina’ - 0.4 0.4 0.4 0.4
DL-Metionina’ - 0.6 0.6 0.6 0.6
Taurina’ - - 1.0 - 1.0
CaHPO,’ - 2.2 2.2 2.2 2.2
Y,05° 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Mescla mineral® 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9
Mescla vitaminica’ 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Clorur de colina® 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Alginat’ 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Analisi quimica (% pes sec)

Proteina crua 51.0 50.2 50.0 50.0 50.5
Greix 14.1 14.5 14.4 14.3 14.5
Cendres 13.7 7.7 7.9 8.2 7.9
Fosfor 1.9 1.0 1.0 1.0 1.0

! Corpesca S.A. Super-Prime fish meal (Santiago de Chile, Chile).

% SPAROS Lda. (Olho, Portugal).

® Mido pregelatinitzat de blat de moro adquirit a Brenntag Quimica S.A. (St. Andreu de la Barca, Barcelona,
Spain).

* A.F.AM.S.A. (Vigo, Spain).

> Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

6 Mescla mineral (mg/Kg): CaHPO,.2H,0, 7340; MgO, 800; KCI, 750; FeS0O,.7H,0, 60; ZnO, 30; MnO,, 15;
CuS0,.5H,0, 1.7; CoCl,.6H,0, 1.5; KI, 1.5; Na,SeOs, 0.3.

7 Mescla de vitamines (mg/Kg): mio-inositol, 400; acid ascorbic, 200; acid nicotinic, 70; acetat d'alfa-tocoferol, 60;
pantotenat de calci, 30; riboflavina, 15; piridoxin, 10; acid folic, 10; menadion, 10; tiamina-HCI, 8; tot-trans

retinol, 2; biotina, 0.7; colecalciferol, 0.05; cianocobalamina, 0.05.
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Taula 13. Perfil d'aminoacids (g/100g proteina) de les dietes de I'Experiment 2.

AA FM 90 90T 100 100T
ARG 5.4 6.0 5.7 5.9 5.7
HIS 2.9 2.4 2.4 2.4 2.2
LYS 6.7 5.3 5.3 5.0 5.0
THR 4.1 3.9 3.7 3.9 3.9
ILE 3.5 3.8 3.8 3.7 3.7
LEU 6.2 7.9 7.5 8.0 7.8
VAL 4.1 4.2 4.1 4.1 4.1
MET 2.8 2.5 2.5 2.4 2.4
PHE 3.8 5.2 5.2 5.6 5.4
Cys 0.3 0.6 0.6 0.6 0.6
Tyr 3.4 4.2 3.8 43 4.2
Asx 7.6 8.6 8.2 8.7 8.5
GIx® 11.2 18.3 17.2 18.8 18.1
Ala 5.0 45 43 4.4 4.4
Gly 43 3.6 3.5 35 3.4
Ser 35 4.9 4.6 5.0 4.9
Pro 3.4 6.5 6.1 6.7 6.7
Tau 1.0 0.2 2.0 0.1 1.9

1 . . R .
Asx representa la suma de concentracions d'Asn i Asp, atés que I'Asn és transformat a Asp durant
la hidrolisi.
2 . . . 4,
GlIx representa la suma de concentracions de GIn i Glu, atés que la GIn és transformada a Glu

durant la hidrolisi.
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4.2.2.2. Resultats

Creixement i eficiéncia alimentaria

Al final de I'experiment, les orades alimentades amb dieta FM van presentar valors de
creixement (pes final i SGR), ingesta, FCR, retencid proteica (RP), retencié de greix (RG) i index
hepatosomatic (IHS) significativament superiors (p<0.05) als d'aquelles alimentades amb les
dietes 90 i 100 (Taula 14). La reduida proporcié de farina de peix en la dieta 90 va ser suficient
per incrementar significativament la ingesta, el creixement, la RP i I'lHS de les orades respecte
a les alimentades amb la dieta 100. En canvi, la FCR i la RG no va variar significativament entre

els grups alimentats amb la dieta 90 o la 100.

La inclusid de taurina a la dieta va millorar significativament la ingesta i el creixement de
les orades. No obstant, I'efecte de la taurina sobre el creixement va variar segons la proporcié
de proteina vegetal. Aixi doncs, l'increment de la taxa de creixement va ser lleugerament
superior en incloure la taurina en la dieta 90% proteina vegetal que en la 100% (un increment
del 42.9% enfront d'un del 38.0%, respectivament). Els valors de FCR també milloraren amb la
taurina i, d'igual manera que el creixement, la millora fou superior amb un 90% de proteina
vegetal que amb un 100% de proteina vegetal (un 59.5% enfront d'un del 17.1%,
respectivament). D'altra banda, la conversié de proteines i greixos ingerits en proteina (RP) i
greix (RG) corporal van millorar Unicament en alimentar les orades amb la dieta 90T. Malgrat la
millora de creixement i eficiencia alimentaria, la inclusié de taurina en la dieta 90T només va

ser capag de restaurar la ingesta i la FCR fins valors similars als obtinguts amb la dieta FM.

Les orades alimentades amb les dietes 90 i 100 van presentar una proporcié d'aigua,
proteina i cendres corporals significativament majors als del grup FM. La proporcié de greix en
les orades del grup FM va ser significativament superior a la dels grups 90 i 100T, pero no a la

dels grups 90T i 100.
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Taula 14. Parametres de creixement, ingesta diaria, eficiéncia alimentaria i composicié corporal d'orades alimentades amb les diferents dietes experimentals.
p

ANOVA de dues vies

FM 90 90T 100 100T Interacci6  Tau %PP
Pes inicial (g) 579+£0.17  5.71+0.28 6.07 £0.10 5.80 £ 0.03 5.96 +0.20 NS NS NS
Pes final (g) 1832+064 10.91%0.12° ; 1530£063° ; 011%033° 3 11.09% 0.26° I +t t
SGR (%/dia) 513+005  120£0.08° ; 172:004° ; 083:007° 3 115% 0.05° : + ot ot
Ingesta (g/Kg dia) 22.41+1.00 20.91%0.25 22.83+0.45 17.37+0.66 % 20.28+0.46 NS tt tt
ECR 1004006 2:01%0.09” ;  126£0.07° 219£005° p 187% 0.06° : " + +
Retencié proteina (%)  35.81+2.55 12.90% 1.19° y 2292¢ 1.36° 9.06 + 0.21° y 1113¢ 0.34" . ++t 4+ 4+
Retencio greixos (%) 4355330 472t 1.54° ; 2466:167° ; 494% 1.33° ;489 1.35° I it i+t
HSI 144+0.18  120+0.19 * 1244014 % 113+014 ¥ 111£007 % NS NS t

Composicid corporal (% pes en fresc. PF; % pes sec. PS)

Humitat (% PF) 7030+ 047 7462+041° ; 7262:036° ; 74.40% 0.47° ; 7579%049° p 4y NS +
Proteina crua (% PS) 1600002 15:02%0.07° ; 1582:003° , 14672003 1393 0.05° I e NS +t
Greix cru (% PS) 6.83£003 533:005° 1 6023004 ; 589$009° ; 520£003 NS +
Cendres (% PS) 3214010 412£004° x 3580057 ; 405£0.03% p 4253000° p iy + +

Els valors de cada grup experimental s'expressen com a mitjanes * errors estandards de la mitjana (n=3). Els asteriscs indiquen diferéncies significatives respecte el grup FM (*, p<0.05; **, p<0.001;
*** p<0.0001). Les significancies en I'ANOVA de dues vies son indicades amb creus (¥, p<0.05; t1, p<0.001; 1+, p<0.0001; NS, no significatiu). Lletres diferents indiquen diferéncies significatives

entre grups alimentats amb dieta vegetal (p<0.05).
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La suplementacié de taurina en dieta amb un 90% de proteina vegetal va reduir la
proporcié d'aigua i cendres corporals de les orades (grup 90 > grup 90T). Contrariament, la
proporcié d'aigua i cendres augmenta en incloure la taurina en dieta amb un 100% de proteina
vegetal (grup 100T > grup 100). En abséncia de taurina, la proporcié de proteina vegetal en la
dieta no va afectar significativament la proporcié corporal d'aigua i cendres (grup 90= grup
100). En presencia de taurina, pero, la proporcié d'aigua i cendres va augmentar en alimentar
exclusivament amb proteina vegetal (grup 100T > grup 90T). Els greixos corporals
augmentaren amb la taurina quan la proteina vegetal en la dieta era del 90%, i disminuiren
quan era del 100%. Independentment de la taurina, el percentatge de proteina corporal de les
orades s'incrementa en reduir la proporcié de proteina vegetal (grup 90 > grup 100; grup 90T >
grup 100T). Inclosa en dieta amb un 90% de proteina vegetal, la taurina va augmentar la
proporcié de proteina corporal. Per contra, en dieta amb un 100% de proteina vegetal, la

taurina va causar |'efecte contrari.

Digestibilitat aparent de la dieta, ingesta digerible i pérdues fecals

Els coeficients de digestibilitat aparent (CDA) de la materia seca, el carboni i el fosfor en
les orades alimentades amb la dieta FM van ser majors que els de les orades alimentades amb
dieta vegetal (Taula 15). Es especialment destacable la superioritat del CDA del fosfor en la
dieta FM, atés que supera en 1.6-2.6 vegades al de la resta de dietes. El CDA de la proteina de
la dieta FM va ser superior al de les dietes 90, 90T i 100T, pero no al de la dieta 100, la qual
mostra valors similars. La dieta 100T va presentar CDAs de mateéria seca i carboni per sobre de
la resta de dietes vegetals. El CDA de la proteina de la dieta 100 va ser superior al de la resta de
dietes, incloent la dieta FM. El CDA del fosfor van ser majors en les dietes amb 100% de
substitucié de farina de peix que en les del 90%. La inclusié de taurina en la dieta vegetal

millora el CDA del fosfor.

Les orades alimentades amb dieta FM van ingerir 1.3-2.3 vegades més mateéria seca, i
3.1-5.9 vegades més fosfor digerible que les alimentades amb dieta vegetal. El grup FM també
van ingerir més proteina i carboni digeribles que els grups alimentats amb dieta vegetal, amb
excepcioé del grup 90T en el cas de la proteina. La taurina va incrementar la ingesta de materia
seca, proteina, carboni i fosfor digeribles. No obstant, aquest increment va ser més pronunciat
en alimentar amb dieta 100% proteina vegetal. En absencia de taurina, la substitucié total de
la farina de peix va reduir la ingesta de materia seca i carboni digeribles. En presencia de
taurina, la substitucié total de la farina de peix va incrementar significativament la ingesta de

fosfor digerible, pero no la de materia seca i carboni. Independentment de la preséncia o no de
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taurina a la dieta, la substitucié total de la farina de peix va resultar en una major ingesta de

proteina digerible.

Les perdues de materia seca a través de les femtes van ser majors en alimentar les
orades amb dieta formulada majoritariament o exclusivament amb proteina vegetal. Només
les orades alimentades amb la dieta 90T van excretar majors quantitats de proteina que les
orades del grup FM. En canvi, a excepcio de les orades alimentades amb la dieta 100T, tots els
grups alimentats amb dieta vegetal excretaren majors quantitats de carboni. La taurina va
reduir les pérdues fecals de matéria seca només en ser inclosa en dieta formulada
exclusivament amb proteina vegetal. Tanmateix, la taurina va incrementar les pérdues fecals
de proteina, sense interaccié amb el grau de substitucié de farina de peix. Per la seva banda, la

substitucid total de farina de peix va reduir les pérdues fecals de carboni i fosfor.

Metabolits en sérum i fetge

24 hores després de la darrera ingesta, no s'observaren diferéencies significatives en la
glucémia de les orades alimentades amb les dietes 90 i 100 respecte de les alimentades amb la
FM (Taula 16). La suplementacié amb taurina va reduir significativament la gluceémia fins a
valors inferiors als del grup FM. Els nivells de triglicerids en sérum i fetge, aixi com el glicogen
hepatic, foren 2-5.6 vegades superiors en les orades alimentades amb dieta FM que en les
alimentades amb les dietes 90 i 100. En suplementar la taurina en la dieta amb 90% de
proteina vegetal, els nivells de triglicerids en serum i de glicogen en fetge augmentaren
significativament, pero no els de triglicerids en fetge, els quals no es van veure afectats.
Contrariament, en incloure-la en dieta amb 100% proteina vegetal, van disminuir tant els
triglicerids sérics i hepatics, com el glicogen hepatic. Sense la suplementacié de taurina, les
orades alimentades amb la dieta 100 presentaren concentracions de triglicerids en serum i de
glicogen en fetge superiors als del grup alimentat amb la dieta 90. No s'observaren diferéncies

significatives en els triglicerids hepatics dels grups 90 i 100.
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Taula 15. Coeficients de digestibilitat aparent (CDA) i ingestes de matéria seca, proteina, carboni i fosfor digeribles en els diferents grups d'orades.

ANOVA de dues vies
FM 90 90T 100 100T Interaccié Tau %PP
Coeficients de digestibilitat aparent (CDA. %)
Matéria seca 7768+048 49.76+124° ¥ 5037:0.80° ¥ 4870+161° § 64.161250° x ++ PR
* * *
Proteina 82.13+0.35 76.29%0.75° * 7583:079° § 8223155 76.77+1.53° = T L
Carboni 80.52+0.42 6453+1.23° % 6586+1.05° * 67.04+141° ¥ 7409+123 « t to ot
Fosfor 60.85+3.79 23.38+0.82 % 27.02+1.03 * 2898+186 ¥ 3814+164 * NS ottt
Ingesta digerible (g/Kg peix dia)
Matéria seca 1741+077 1034+031° ¥ 1179+024° % 8484043 I 1299+023 % + +H+ NS
* * * *
Proteina 9.64+0.41  822+015 ¥ 9.02+0.14 724+017 ¥ 809+021 % NS Tttt
Carboni 8494034 670%015° % 7.48+008 x 585%010° § 7.61+027° « + +H+ NS
* *
Fosfor 0136+0.003 0.026+0.001° % 0.033+0.001° ¥ 0.025£0.002° % 0.041£0.002° % t+ Tttt
* * * *
Perdues fecals (g/Kg peix dia)
Matéria seca 5004025 1043+0.25° ¥ 1149+0.29° % 890+0.26° § 7.29+044° % + NSttt
- * * *
Proteina 210+041  2.54+0.08 290+0.15 ¥  1.58%0.19 2.41+0.15 NS Tttt
Carboni 206+0.14  3.65%0.15 ¥ 391+015 ¥ 289+023 * 265+0.17 NS NSttt
Fosfor 0.089+0.013  0.083 +0.001 0.091 + 0.003 0.065 + 0.003 0.067 +0.003 NS NSttt

Els valors de cada grup experimental s'expressen com a mitjanes + errors estandards de la mitjana (n=3). Els asteriscs indiquen diferéncies significatives respecte el grup FM (*, p<0.05; **, p<0.001;

*** p<0.0001). Les significancies en 'ANOVA de dues vies sén indicades amb creus (1, p<0.05; T1, p<0.001; t11, p<0.0001; NS, no significatiu). Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre

grups alimentats amb dieta vegetal (p<0.05).
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Taula 16. Concentracions de glucosa en sérum, de triglicerids (TG) en serum i fetge, i de glicogen en el fetge dels diferents grups experimentals.

ANOVA de dues vies
FM 90 90T 100 1007 Interaccié Tau %PP

Sérum (mg/dlL)
Glucemia 68.0£9.44  69.91%18.89 53.17+7.26  * 72.59%15.18 48.62+1351 % NS Tt NS
Triglicerids 538741326 1060%309° ¥ 1451358 % 1429%342° § 956+203° i 1t NS NS

Fetge (mg/g)
Glucogen 1232+133 237#321°  § 4105$9.42° § 42.26:1055° § 257£800° i 4t NS NS
Triglicerids g.64+134 A447+041 & 477:071° L 488+066° § 3.29% 0.39° % Tt t ot

Els valors de cada grup experimental s'expressen com a mitjanes * errors estandards de la mitjana (n=8). Els asteriscs indiquen diferéncies significatives respecte el grup FM (*, p<0.05; **, p<0.001;

*** p<0.0001). Les significancies en I'ANOVA de dues vies son indicades amb creus (¥, p<0.05; t1, p<0.001; 1+, p<0.0001; NS, no significatiu). Lletres diferents indiquen diferéncies significatives

entre grups alimentats amb dieta vegetal (p<0.05).
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Activitats d' enzims del metabolisme intermediari

En comparacié amb la dieta FM, |'alimentacid de les orades amb dieta 100 va resultar en
la disminucié de l'activitat GK i I'augment de I'activitat PFK-1 (Figura 19). Aixi mateix, en
alimentar amb qualsevol de les dietes vegetals, I'activitat PK es va veure reduida respecte
I'activitat del grup FM. La inclusié de taurina en la dieta va incrementar significativament
I'activitat GK al fetge de les orades, especialment en aquelles alimentades exclusivament amb
proteina vegetal. Alhora, l'activitat GK observada al grup 90 va ser significativament superior a
I'observada al grup 100. Contrariament a l'activitat GK, I'activitat PFK-1 va ser reduida tant per
accié de la taurina com a conseqiiéncia d'una menor proporcié de proteina vegetal a la dieta.
En canvi, la taurina y la proporcid de proteina vegetal no afectaren significativament I'activitat
PK. Pel que fa a l'activitat gluconeogénica, la inclusié de taurina i la substitucio total de la farina
de peix augmentaren significativament I'activitat FBPasa. La combinacié d'ambdues condicions
en la dieta 100T va derivar en valors d'activitat significativament superiors als trobats en les

orades alimentades amb la dieta FM.
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Figura 19. Activitat de la glucoquinasa (GK), la fosfofructoquinasa-1 (PFK-1), la piruvat quinasa (PK) i la fructosa bifosfatasa-1
(FBPasa) en el fetge dels diferents grups experimentals. La barra negra representa el valor mitja (n=8) del grup FM, les barres
blanques el valor mitja dels grups sense suplement de taurina i les grises el valor mitja dels grups amb suplement de taurina. Les
barres d'error representen I'error estandard de la mitjana de cada grup d'orades. Els asteriscs sobre les barres indiquen diferéncies
significatives respecte el grup FM (*, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001). Les significancies en I'ANOVA de dues vies sén indicades
amb creus (t, p<0.05; t1, p<0.001; 11, p<0.0001; NS, no significatiu). PV: proteina vegetal.

Les activitats G6PD i 6PGD en el fetge de les orades alimentades amb proteina vegetal va
ser significativament inferior a les de les alimentades amb la dieta FM, amb excepcié de
I'activitat 6PGD del grup amb dieta 100 (Figura 20). L'alimentacid amb un 90% de proteina
vegetal en lloc d’un 100% va reduir significativament les activitats G6PD i 6PGD.
Paral-lelament, la suplementacidé de taurina també va contribuir a disminuir I'activitat G6PD i

6PGD en el fetge de les orades.

115



250 60
ED @ %k %k %k =
S 200 * 2 45 = = ok
o iy =1 — o iy
% 150" * %k k g
< S 30
3 100 S
= 2
) ] .
< 50] § 15
0- T T T T 0- T T T T
N O & (\) A AN Q & O A
&50 ) QQ ,@ '&0 é@ L) QQ ,\,Q \90
& &P
ANOVA de dues vies
Interaccid Tau % PV
G6PDH NS t T+t
6PGDH NS Tt Tt

Figura 20. Activitat de la glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (G6PD) i la 6-fosfogluconat deshidrogenasa (6PGD) en el fetge dels
diferents grups experimentals. La barra negra representa el valor mitja (n=8) del grup FM, les barres blanques el valor mitja dels
grups sense suplement de taurina i les grises el valor mitja dels grups amb suplement de taurina. Les barres d'error representen
I'error estandard de la mitjana de cada grup d'orades. Asteriscs sobre les barres indiquen diferéncies significatives respecte el grup
FM (*, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001). Les significancies en I'ANOVA de dues vies son indicades amb creus (¥, p<0.05; 11,
p<0.001; 1+, p<0.0001; NS, no significatiu). PV: proteina vegetal.

En comparacié amb les orades alimentades amb la dieta FM, les orades alimentades
amb les dietes formulades amb proteina vegetal van presentar major activitat AST i GDHred, i
menor activitat ALT (Figura 21). No s'observaren diferéncies significatives segons el grau de
substitucid de farina de peix, pero si amb la complementacié amb taurina, que va resultar en
una regulacio a I'alga de I'activitat ALT, AST i GDHred. L'activitat GDHox en els grups alimentats
amb les dietes 90 o 100T va ser significativament major que en els alimentats amb les dietes

FM, 90T o 100.
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Figura 21. Activitat de l'alanina aminotransferasa (ALT), I'aspartat aminotransferasa (AST) i la glutamat deshidrogenasa en la
direccid de reduccié (GDHred) i oxidacié (GDHox) en el fetge dels diferents grups experimentals. La barra negra representa el valor
mitja (n=8) del grup FM, les barres blanques el valor mitja dels grups sense suplement de taurina i les grises el valor mitja dels
grups amb suplement de taurina. Les barres d'error representen I'error estandard de la mitjana de cada grup d'orades. Asteriscs
sobre les barres indiquen diferencies significatives respecte el grup FM (*, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001). Les significancies

en I'ANOVA de dues vies son indicades amb creus (t, p<0.05; 1, p<0.001; tt1, p<0.0001; NS, no significatiu). Lletres diferents
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indiquen diferéncies significatives entre grups alimentats amb dieta vegetal (p<0.05). PV: proteina vegetal.
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Relacid entre activitat enzimatica i ingesta

A fi d'avaluar la possible influéncia de la ingesta en la modulacié del metabolisme
hepatic de les orades, les activitats enzimatiques han estat contraposades als nivells d'ingesta
de materia seca digerible. L'activitat dels diferents enzims no mostraren relacié amb la ingesta
de materia seca digerible en orades alimentades amb la dieta FM. No obstant, si s'han trobat

tendeéncies significatives en les orades alimentades amb proteina vegetal.

Tal i com es representa a la Figura 22, l'activitat GK en les orades alimentades amb
proteina vegetal s'incrementa proporcionalment a la ingesta de matéria seca digerible. Per
contra, l'activitat PFK-1 en les orades alimentades amb proteina vegetal disminui
proporcionalment a la ingesta de materia seca digerible. L'activitat PK i la ingesta de matéria
seca digerible no mostraren correlacid. L'activitat FBPasa en les orades alimentades amb un
90% i un 100% augmentaren amb la ingesta de materia seca. De les dues funcions paral-leles
descrites pels dos grups d'orades, la corresponent a les orades alimentades amb un 90% de

proteina vegetal va presentar un valor d'interseccié major.
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Figura 22. Relacié de l'activitat glucoquinasa (GK), fosfofructoquinasa-1 (PFK-1), piruvat quinasa (PK) i fructosa bifosfatasa-1
(FBPasa) amb la ingesta de matéria seca digerible. Els quadres plens representen els valors d'activitat corresponents a les dietes
vegetals, els quadres buits els corresponents a la dieta FM. En cas d'observar tendéncies diferents (ANCOVA de la pendent i la
intercepcio del model, p<0.05) segons nivell de proteina vegetal (PV), els valors d'activitat enzimatica obtinguts per a cada nivell
s'analitzarien per separat. Els cercles plens representen els valors obtinguts amb un 90% PV, el cercles buits els obtinguts amb un

100% PV.

A la Figura 23 s'observa com l'activitat G6PD i 6PGD va disminuir amb la ingesta de
materia seca digerible en aquelles orades alimentades exclusivament amb proteina vegetal.
L'activitat G6PD i 6PGD a les orades alimentades amb un 90% de proteina vegetal no

s'ajustaren significativament a la ingesta de materia seca digerible.
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Figura 23. Relacid de l'activitat glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (G6PD) i 6-fosfogluconat deshidrogenasa (6PGD) amb la ingesta
de materia seca digerible. Els quadres plens representen els valors d'activitat corresponents a les dietes vegetals, els quadres buits
els corresponents a la dieta FM. En cas d'observar tendéncies diferents (ANCOVA de la pendent i la intercepcié del model, p<0.05)
segons nivell de proteina vegetal (% PV), els valors d'activitat enzimatica obtinguts per a cada nivell s'analitzarien per separat. Els

cercles plens representen els valors obtinguts amb un 90% PV, el cercles buits els obtinguts amb un 100% PV.

En els peixos alimentats amb dieta vegetal, l'activitat ALT i AST va augmentar
proporcionalment a la ingesta de matéria seca digerible (Figura 24). Pel que fa a l'activitat
GDHox, s'observaren tendéncies diferents segons el grau de substitucié de farina de peix. Aixi
doncs, en les orades alimentades exclusivament amb proteina vegetal, mentre I'activitat
GDHox augmenta proporcionalment amb la ingesta de matéria seca digerible, en les orades
alimentades amb un 90% de proteina vegetal la tendéncia observada fou la contraria.

L'activitat GDHred no mostra tendeéncia significativa envers la ingesta.
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Figura 24. Relacié de l'activitat alanina aminotransferasa (ALT), aspartat aminotransferasa (AST) i glutamat deshidrogenasa
(GDHred i GDHox) amb la ingesta de materia seca digerible. Els quadres plens representen els valors d'activitat corresponents a les
dietes vegetals, els quadres buits els corresponents a la dieta FM. En cas d'observar tendéncies diferents (ANCOVA de la pendent i
la intercepcié del model, p<0.05) segons nivell de proteina vegetal (% PV), els valors d'activitat enzimatica obtinguts per a cada

nivell s'analitzarien per separat. Els cercles plens representen els valors obtinguts amb un 90% PV, el cercles buits els obtinguts

amb un 100% PV.
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4.2.3.Experiment 3: efectes de la inclusié de taurina en combinacié amb un hidrolitzat de
proteina de soja

4.2.3.1. Disseny de I'experiment

Els dos experiments anteriors demostren que la inclusié de taurina millora el valor
nutricional de dietes formulades amb una mescla de proteines vegetals. En el tercer
experiment (en endavant referit com a Experiment 3) es va avaluar I'efectivitat de la taurina en
ser inclosa en dieta formulada amb concentrat proteic de soja com a Unica font de proteina. La
soja és un producte comunament emprat en la formulacié de dietes per a peixos, en tant que
és ampliament disponible en el mercat mundial i té un perfil d'aminoacids forca balancejat.
Alhora, també s'analitzaren els possibles beneficis de la inclusié d'un hidrolitzat proteic de
soja. Aixi doncs, partint d'una dieta a base de concentrat proteic de soja (CPS), i seguint un
disseny factorial, es dissenyaren quatre dietes diferents: dues dietes amb o sense un
suplement d'un 1% de taurina (dietes CPS+Tau i CPS, respectivament), i dues dietes en les
quals se substitui un 10% del concentrat proteic de soja per hidrolitzat de proteic de soja
(HPS), complementada o no amb un 1% de taurina (dietes HPS+Tau i HPS, respectivament).
Descomptant les fonts de proteina vegetal, les dietes del present experiment (Taula 17) foren
formulades amb els mateixos ingredients que les dels Experiments 1 i 2. D'igual manera que a
I'Experiment 2, els efectes de la inclusié de taurina i hidrolitzat de proteina de soja varen ser

contraposats als resultats obtinguts amb una dieta control a base de farina de peix (dieta FM).

A la taula 18 es mostren els perfils d'aminoacids de les cinc dietes experimentals. Pel
gue fa als aminoacids essencials, la dieta FM contenia una majors concentracions de lisina,
pero menors d'arginina i fenilalanina. Aparentment, la inclusié de I'hidrolitzat de proteina de
soja no va alterar la composicié en aminoacids de les dietes. Les dietes vegetals sense
suplement de taurina presentaven nivells molt baixos del compost, mentre que les

suplementades contenien concentracions dos cops superiors als de la dieta FM.

Cadascuna de les cinc dietes experimentals varen ser assignades aleatoriament a tres
aquaris amb 27-29 orades cadascun. A l'inici de I'experiment, el pes mitja de tot el conjunt
d'orades fou de 12.2 + 2.1 g, i no s'observaren diferencies de pes entre els diferents aquaris i
els diferents tractaments (p>0.05). Els peixos varen ser alimentats diariament ad libitum
durant 42 dies. Per al seguiment del pes, el sacrifici i la presa de mostres s'empraren els

protocols descrits a Materials i Metodes (Apartat 3.4 i 3.5).
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A més a més de les analisis dels efectes de la taurina i I'hidrolitzat de proteina de soja
sobre el creixement, I'eficiencia alimentaria i el metabolisme intermediari de les orades, en
aquest experiment s'obtingueren mostres de femtes per a analitzar possibles canvis en la

digestibilitat de la dieta.

Taula 17. Formulacié i composicié quimica de les dietes emprades a I'Experiment 3.

FM CPS CPS+Tau HPS HPS+Tau
Formulacid (%)
Farina de peix1 70.29 - - - -
Concentrat de proteina de soja’ - 69.43 68.45 62.49 61.61
Hidrolitzat de proteina de soja3 - - - 6.56 6.47
Midé pregelatinitzat” 19.38 9.37 9.34 9.72 9.69
Olide peix5 8.11 15.79 15.79 15.80 15.81
L-Lisina’ - 0.30 0.30 0.30 0.30
DL-Metionina® - 0.70 0.70 0.70 0.70
Taurina’ - - 1.00 - 1.00
CaHPO,’ - 2.20 2.20 2.20 2.20
Y,05° 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Mescla mineral® 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90
Mescla vitaminica’ 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Clorur de colina® 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12
Alginat2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Analisi proximal (% pes sec)

Proteina crua 50.54 48.88 48.96 49.54 49.13
Greix cru 14.13 15.63 16.06 16.06 15.89
Cendres 13.71 7.66 7.85 8.17 7.89
Fosfor 1.92 1.04 1.05 1.01 1.02

! Corpesca S.A. Super-Prime fish meal (Santiago de Chile, Chile).

2 SPAROS Lda. (Olhdo, Portugal).

® Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

* Midé pregelatinitzat de blat de moro adquirit a Brenntag Quimica S.A. (St. Andreu de la Barca, Barcelona, Spain).

* AF.AM.S.A. (Vigo, Spain).

& Mescla mineral (mg/Kg): CaHPQ,4.2H,0, 7340; MgO, 800; KCl, 750; FeS0,.7H,0, 60; ZnO, 30; MnO,, 15; CuS0O,4.5H,0,
1.7; CoCl,.6H,0, 1.5; KI, 1.5; Na,SeOs, 0.3.

7 Mescla de vitamines (mg/Kg): mio-inositol, 400; acid ascorbic, 200; acid nicotinic, 70; acetat d'alfa-tocoferol, 60;
pantotenat de calci, 30; riboflavina, 15; piridoxin, 10; acid folic, 10; menadion, 10; tiamina-HCl, 8; tot-trans retinol, 2;

biotina, 0.7; colecalciferol, 0.05; cianocobalamina, 0.05.
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Taula 18. Perfil d'aminoacids (g/100g proteina) de les dietes de I'Experiment 3.

AA FM CPS  CPS+Tau  HPS  HPS+Tau
ARG 5.2 7.1 6.8 7.9 6.9
HIS 2.9 2.5 2.5 2.7 2.5
LYS 6.7 6.0 5.9 6.7 6.1
THR 4.1 3.9 3.7 43 4.0
ILE 3.5 4.0 3.9 4.4 4.0
LEU 6.2 6.9 6.7 7.3 6.7
VAL 4.1 4.2 4.0 4.6 4.1
MET 2.8 2.4 2.4 2.6 2.5
PHE 3.8 5.2 4.8 5.6 5.0
Cys 0.3 0.5 0.5 0.5 0.5
Tyr 3.4 4.0 3.8 4.4 4.1
Asx’ 7.6 9.9 9.6 10.6 9.8
GIx’ 11.2 15.9 15.1 16.8 15.8
Ala 5.0 4.0 3.9 4.6 4.1
Gly 43 3.6 3.6 3.9 35
Ser 3.5 4.9 4.7 5.0 45
Pro 3.4 4.7 4.7 5.4 4.9
Tau 1.0 0.0 2.2 0.1 2.3

1 : . R .
Asx representa la suma de concentracions d'Asn i Asp, atés que I'Asn és

transformat a Asp durant la hidrolisi.

2 . . N .
GIx representa la suma de concentracions de GIn i Glu, atés que la GIn és

transformada a Glu durant la hidrolisi.

4.2.3.2. Resultats

Creixement i eficiéncia alimentaria

Les orades alimentades amb qualsevol de les dietes amb soja presentaren creixements
(pes final i SGR), eficieéncies alimentaries (FCR, RP i RG) i IHS pitjors que els del grup alimentat
amb la dieta amb farina de peix (dieta FM) (Taula 19). En comparacié amb el grup FM, la
ingesta diaria va ser inferior en les orades alimentades amb les dietes CPS o HPS. La inclusié de
taurina (dietes CPS+Tau i HPS+Tau) va millorar la ingesta fins a valors similars als de les orades
alimentades amb la dieta FM. Malgrat que la ingesta de dieta HPS va ser superior a la de la
dieta CPS, en el cas de la dieta HPS+Tau, la inclusio de I'hidrolitzat de soja no va augmentar la
ingesta respecte la dieta CPS+Tau. Els valors de pes final i SGR també van augmentar en
complementar les dietes de soja amb taurina o I'hidrolitzat de soja. A diferéncia de la ingesta,
els beneficis individuals de la taurina i I'hidrolitzat de soja en el creixement si es van sumar en
incloure'ls conjuntament a la dieta HPS+Tau. Malgrat tot, cap d'aquests grups d'orades va
presentar creixements equiparables als del grup FM. Pel que fa a I'eficiencia alimentaria, la

complementacié de la dieta amb taurina (dietes CPS+Tau i HPS+Tau) va millorar FCR i RP
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significativament. En canvi, per a la RG, els valors foren significativament superiors en les
orades alimentades amb les dietes CPS+Tau, HPS o HPS+Tau que en les alimentades amb la
dieta CPS. Es més, aquest darrer grup d'orades va presentar una RG negativa, és a dir, la seva
proporcié de greix corporal va disminuir al llarg de I'experiment. En cap dels grups alimentats
amb dieta vegetal els valors de FCR, RP o RG es van equiparar als dels peixos alimentats amb la

dieta FM.

El canvi de font de proteina principal també va comportar canvis significatius en la
composicié quimica del cos de les orades. Les orades alimentades amb proteina de soja van
presentar cossos amb una major proporcié d'aigua, proteina i cendres, aixi com una menor
proporcié de greixos. La inclusié de taurina i I'hidrolitzat de soja també afectaren la proporcio
corporal d'aigua, proteina i greix, tot i que els seus efectes interactuaren entre si. Aixi doncs, a
les dietes vegetals sense hidrolitzat de soja (CPS i CPS+Tau), la inclusié de taurina no va tenir
efectes sobre la proporcié d'aigua, proteina i greix de les orades. Les orades alimentades amb
la dieta HPS mostraren una menor proporcié de proteina i aigua, i una major proporcié de
greix que la resta de grups alimentats amb dieta vegetal. Els valors més baixos de greix
corporal van pertanyer a les orades alimentades amb la dieta HPS+Tau, els quals foren
significativament inferiors als del grup alimentat amb la dieta CPS. Pel que fa a les cendres
corporals, la seva proporcié va ser significativament reduida en suplementar la dieta amb

taurina i/o amb hidrolitzat de soja.

125



Taula 19. Parametres de creixement, ingesta diaria, eficiéncia alimentaria i composicié corporal d'orades alimentades amb les diferents dietes experimentals.

ANOVA de dues vies

FM CPS CPS+Tau HPS HPS+Tau Interaccié Tau HPS
Pes inicial (g) 12.18+0.56  12.36+0.54 12.03+0.17 12.03+0.32 12.41 £ 0.44 NS NS NS
Pes final (g) 31.35+236 19054222 % 21.94+106 * 2044+168 ¥ 2471+146 NS ot
SGR (% /dia) 225+0.13  099#0.19 * 1.40%011 ¥ 125%015 ¥ 164+0.14 % NS ot
Ingesta (g/ Kg dia) 21.65+0.06 19.43%0.32° g 22.17 £0.20° 20.78+0.13° , 21.39+0.81° ++ tHt +
FCR 104005  235+0.16 % 174+004 % 191+008 * 166+011 % NS ot
Retencio proteica (%) ~ 32.62+0.82 1555+1.53 % 2047+079 * 1673+138 % 21.00+1.88 ¥ NS t NS
Retencié de greix (%) ~ 52.59+2.55 247+115° % 416+058° § 1100105 § 592126  § ++ NSttt
IHS 140+0.04  096+003 % 113+004 % 091+002 ¥ 113004 % NS t++ NS

Composicid corporal (% pes en fresc. PF; % pes sec. PS)

Humitat (% PF) 69.81+021 72784019 % 7325+011 * 7238+024 ¥ 7358+0.15 ¥ NS tt NS
Proteina crua (% PS) ~ 17.51%0.10 18.11+0.13 * 17.83+0.13 17.46 £ 0.19 17.52+0.23 NS N
Greix cru (% PS) 770£005  511%003° § 498+003° I 587004 § 470:003" - Ot
Cendres (% PS) 353+007  421%003 * 398+003 % 401+008 % 3.66+0.06 NS trt ot

Els valors de cada grup experimental s'expressen com a mitjanes * errors estandards de la mitjana (n=3). Els asteriscs indiquen diferéncies significatives respecte el grup FM (*, p<0.05; **, p<0.001;

*** p<0.0001). Les significancies en 'ANOVA de dues vies son indicades amb creus (t, p<0.05; 11, p<0.001; ttt, p<0.0001; NS, no significatiu). Lletres diferents indiquen diferéncies significatives

entre grups alimentats amb dieta vegetal (p<0.05).
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Digestibilitat aparent de la dieta, ingesta digerible i pérdues fecals

Els coeficients de digestibilitat aparent (CDA) de la materia seca, la proteina, el carboni i
el fosfor van ser reduits en substituir la farina de peix pel concentrat proteic de soja (Taula 20).
No obstant, el CDA de la proteina va augmentar amb ['hidrolitzat de soja fins a equiparar-se
amb el de la dieta FM. La inclusié de I'hidrolitzat de soja també va millorar els CDAs de la
materia seca i el carboni. En canvi, la inclusid de taurina disminui els CDAs de la matéria seca,
del carboni, i també de la proteina, perd només en abséncia de I'hidrolitzat de soja. EI CDA del

fosfor en la dieta HPS+Tau va ser entre un 21 i un 37% superior al de la resta de dietes de soja.

Les orades alimentades amb la dieta FM van ingerir un 28-52% més de matéria seca, un
4-22% més de proteina, un 23-43% més de carboni, i de 2.3 a 3.4 vegades més de fosfor
digerible que les orades alimentades amb qualsevol de les dietes de soja. La suplementacié de
taurina i/o hidrolitzat de soja va augmentar la ingesta de matéria seca, proteina i carboni
digeribles en les orades alimentades amb les dietes de soja. Pel que respecta a la ingesta de
fosfor digerible, va augmentar amb la inclusié de taurina. L'hidrolitzat de soja també va

millorar la ingesta de fosfor digerible, tot i que només en combinacié amb taurina.

La substitucio de la farina de peix va suposar majors perdues fecals de materia seca i
carboni. Pel que fa a les pérdues de proteina a través de les femtes, el grup alimentat amb la
dieta CPS+Tau va presentar valors superiors als de la resta de grups, incloent el FM. Aquest
mateix patrd es repeteix per a la materia seca i el carboni. D'altra banda, el grup d'orades

alimentades amb la dieta HPS+Tau va presentar menors pérdues de fosfor que la resta de

grups.

Metabolits en sérum i fetge

Les orades alimentades amb la dieta FM van exhibir majors valors de glucosa i
triglicerids en serum, i de glicogen i triglicérids en fetge, que la resta de grups (Taula 21). Va ser
especialment notable el descens dels triglicerids en serum i del glicogen hepatic, els quals

arriben a ser entre 2 i 4 vegades superiors amb la dieta FM.
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La inclusié de taurina en dieta en combinacié amb I'hidrolitzat de proteina de soja va
reduir significativament la glucemia de les orades (HPS>HPS+Tau). La inclusié d'hidrolitzat de
soja en dieta sense taurina va incrementar la glucemia (HPS>CPS). Pel que fa als nivells sérics
de triglicerids, la concentracié en les orades alimentades amb la dieta HPS va ser un 27-37%
superiors als de la resta. En fetge, els triglicerids van augmentar en suplementar la dieta amb
hidrolitzat de soja, i van disminuir en afegir-hi la taurina. El glicogen hepatic també va ser

reduit per la taurina, pero no va ser afectat per I'hidrolitzat de soja.
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Taula 20. Coeficients de digestibilitat aparent (CDA) i ingestes de matéria seca, proteina, carboni i fosfor digeribles en els diferents grups d'orades.

ANOVA de dues vies
FM CPS CPS+Tau HPS HPS+Tau Interaccié6 Tau HPS
Coeficients de digestibilitat aparent (CDA. %)
Mateéria seca 75.58+1.11 5526+1.66 * 5155+045 * 5958+092 ¥ 5820+0.65 ¥ NS t ot
Proteina 89.09+061 84.57:048° ¥ 79.15% 0.73° ¥ 87.43% 0.37° 86.96 + 0.42° t+ tHt ttt
Carboni 8266+1.15 62374088 % 57.90£0.79 * 66.13+0.67 * 6491+092 NS tottt
Fosfor 6674232 3820%139° I 43773 0.23° ¥ 3886+ 1.09" ¥ 5328:190° % + Pt
Ingesta digerible (g/Kg peix
dia)
Materia seca 1636+0.25 1074+0.16 * 1143+020 * 1238%027 ¥ 12734010 % NS t ottt
Proteina 9.69+0.04 7924013 % 854+002 % 892+002 % 935006 = NSttt i
Carboni 833+0.09  582+0.10 % 6.15:004 % 655¢011 % 676+0.06 NS t ottt
Fosfor 0.277 +0.010 0.081+0.003° ¥ 0102+ 0.001° ¥ 0085+ 0.003° ¥ 0120% 0.005° X + o+t
Perdues fecals (g/Kg peix dia)
Matéria seca 520£024 870%030° § 1074:001°  840%014° § 09.15:020° % " PR
Proteina 1.19£0.07  1.45%0.06" 225£010° ¥ 1.2940.04° 1.40 £ 0.05° LA A S
Carboni 175+012  3.51£0.12° ¥ 447:012°  § 335 0.05° ¥ 3661 0.12° : + Pt
Fosfor 0.138 +0.010 0.121+0.001° 0.131 £0.001° 0.128 +0.002° 0.105+0.004°  * t+t + o+t

Els valors de cada grup experimental s'expressen com a mitjanes * errors estandards de la mitjana (n=3). Els asteriscs indiquen diferéncies significatives respecte el grup FM (*, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001).
Les significancies en I'ANOVA de dues vies son indicades amb creus (¥, p<0.05; 11, p<0.001; t11, p<0.0001; NS, no significatiu). Lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre grups alimentats amb dieta

vegetal (p<0.05).
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Taula 21. Glucosa en serum, triglicérids (TG) en serum i fetge, i glicogen en el fetge dels diferents grups experimentals.

ANOVA de dues vies
FM CPS CPS+Tau HPS HPS+Tau Interaccié Tau HPS
Serum
Glucosa 71.02£2.66 50.49:+0.88° % 57.60+3.76" % 61.60%2.88° * 5095+1.68° ¥ t NS NS
Triglicerids 4063+32.46 136.8+579° % 1182+803° * 188.6%598 ¥ 127.9+872° i t tH ot
Fetge
Glicogen 89.48+3.68 36.74+4.34 * 2938+229 ¥ 3428+245 ¥ 2114+140 * NS tt NS
Triglicerids 9324081  478%021 % 4254015 ¥ 671+032 § 534+042 % NS to

Els valors de cada grup experimental s'expressen com a mitjanes * errors estandards de la mitjana (n=8). Els asteriscs indiquen diferéncies significatives respecte el grup FM (*, p<0.05; **, p<0.001;
*** p<0.0001). Les significancies en I'ANOVA de dues vies son indicades amb creus (¥, p<0.05; t1, p<0.001; 1+, p<0.0001; NS, no significatiu). Lletres diferents indiquen diferéncies significatives

entre grups alimentats amb dieta vegetal (p<0.05).
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Activitats d'enzims del metabolisme intermediari

L'activitat glucolitica en el fetge de les orades va variar segons la dieta proporcionada
(Figura 25). L'activitat PK a les orades alimentades amb dieta de soja va ser inferior a la del
grup FM. L'activitat GK a les orades alimentades amb les dietes CPS o HPS va ser
significativament inferior a la de les alimentades amb dieta FM. L'activitat PFK-1, en canvi, no
va diferir entre les orades alimentades amb la dieta FM i les alimentades amb dieta de soja. En
relacid a l'activitat FBPasa, no es van observar diferéncies significatives entre els grups amb

dieta de soja i el grup FM.

L'activitat GK va augmentar amb la suplementacié de taurina i/o hidrolitzat de soja fins a
valors similars als del grup FM. Aquesta tendencia, pero, no continua més avall en la via
glucolitica, doncs I'activitat PFK-1 es va reduir en incloure I'hidrolitzat de soja, i I'activitat PK no
va experimentar canvis en incloure cap dels dos additius. La inclusié de taurina en les dietes de

soja va incrementar |'activitat FBPasa.

L'activitat G6PD i 6PGD en el fetge de les orades alimentades amb les dietes CPS o HPS
va ser significativament inferior a la del grup FM (Figura 26). A les orades alimentades amb
dieta de soja, l'activitat G6PD i 6PGD va augmentar amb la taurina i va disminuir amb
I'hidrolitzat de soja. A conseqiiéncia de I'augment d'activitat degut a la taurina, els peixos
alimentats amb les dietes CPS+Tau i HPS+Tau van exhibir valors d'activitat G6PD i 6PGD

similars als dels alimentats amb la dieta FM.
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Figura 25. Activitat glucoquinasa (GK), fosfofructoquinasa-1 (PFK-1), piruvat quinasa (PK) i fructosa bifosfatasa-1 (FBPasa) en fetge
d'orades alimentades amb les diferents dietes experimentals. La barra negra representa el valor mitja (n=8) del grup FM, les barres
blanques el valor mitja dels grups sense suplement de taurina i les grises el valor mitja dels grups amb suplement de taurina. Les
barres d'error representen I'error estandard de la mitjana de cada grup d'orades. Asteriscs sobre les barres indiquen diferéncies
significatives respecte el grup FM (*, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001). Les significancies en I'ANOVA de dues vies sén indicades
amb creus (1, p<0.05; T+, p<0.001; 11, p<0.0001; NS, no significatiu).
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Figura 26. Activitat de la glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (G6PD) i la 6-fosfogluconat deshidrogenasa (6PGD) en el fetge dels
diferents grups experimentals. La barra negra representa el valor mitja (n=8) del grup FM, les barres blanques el valor mitja dels
grups sense suplement de taurina i les grises el valor mitja dels grups amb suplement de taurina. Les barres d'error representen
I'error estandard de la mitjana de cada grup d'orades. Asteriscs sobre les barres indiquen diferéncies significatives respecte el grup
FM (*, p<0.05; **, p<0.001; *** 6 p<0.0001). Les significancies en 'ANOVA de dues vies sén indicades amb creus (1, p<0.05; 1,
p<0.001; 1+, p<0.0001; NS, no significatiu).

La substituci6 de la farina de peix per concentrat proteic de soja va afectar
significativament el metabolisme hepatic dels aminoacids (Figura 27). L'activitat ALT en les
orades alimentades amb les dietes CPS o HPS va ser, respectivament, un 52 i un 89% menor a
la del grup FM. Al contrari, I'activitat GDHred dels grups CPS i HPS va superar la del grup FM en

un 70 i un 77%, respectivament. L'activitat AST i GDHox en les orades alimentades amb les

dietes CPS o HPS no va diferir significativament de les alimentades amb la dieta FM.

La inclusid de taurina va augmentar l'activitat dels enzims del metabolisme dels
aminoacids, I'ALT fins a valors d'activitat similars a la del grup FM, i I'AST, la GDHred i la GDHox
fins a nivells significativament superiors. L'hidrolitzat de soja, en canvi, va reduir

significativament l'activitat ALT, AST i GDHox, pero no la GDHred.
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Figura 27. Activitat de l'alanina aminotransferasa (ALT), I'aspartat aminotransferasa (AST) i la glutamat deshidrogenasa en la
direccio de reduccid (GDHred) i oxidacié (GDHox) en el fetge dels diferents grups experimentals. La barra negra representa el valor
mitja (n=8) del grup FM, les barres blanques el valor mitja dels grups sense suplement de taurina i les grises el valor mitja dels
grups amb suplement de taurina. Les barres d'error representen |'error estandard de la mitjana de cada grup d'orades. Asteriscs
sobre les barres indiquen diferéncies significatives respecte el grup FM (*, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001). Les significancies

en I'ANOVA de dues vies sén indicades amb creus (t, p<0.05; t1, p<0.001; t11, p<0.0001; NS, no significatiu).

Relacid entre activitat enzimatica i ingesta

D'igual manera que a I'Experiment 2, es va avaluar la possible influéncia de la ingesta de
materia seca digerible en la modulacié del metabolisme hepatic de les orades. En aquest
sentit, l'activitat dels diferents enzims no mostraren relacié amb la ingesta de mateéria seca
digerible en orades alimentades amb la dieta FM. No obstant, si s'han trobat tendéncies

significatives en les orades alimentades amb proteina vegetal.
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L'activitat GK al fetge de les orades va augmentar proporcionalment a la ingesta de
materia seca digerible (Figura 28). Contrariament, I'activitat PFK-1 es va mostrar inversament
proporcional a la ingesta de mateéria seca digerible. Activitat PK i ingesta de materia seca
digerible no mostraren cap tipus de correlacié. L'activitat FBPasa augmenta proporcionalment
a la ingesta de matéria digerible en aquelles orades que no van rebre el suplement d'hidrolitzat
de proteina de soja. Les orades alimentades amb aquest suplement alimentari no van exhibir

una correlacid significativa entre activitat FBPasa i ingesta de mateéria seca digerible.
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Figura 28. Relacié de l'activitat glucoquinasa (GK), fosfofructoquinasa-1 (PFK-1), piruvat quinasa (PK) i fructosa bifosfatasa-1
(FBPasa) amb la ingesta de matéria seca digerible. Els quadres plens representen els valors d'activitat corresponents a les dietes
vegetals, els quadres buits els corresponents a la dieta FM. En cas d'observar tendéncies diferents (ANCOVA de la pendent i la
intercepcié del model, p<0.05) segons la preséncia o abséncia d'hidrolitzat proteic de soja a la dieta (HPS), els valors d'activitat
enzimatica obtinguts per a cada condicid s'analitzarien per separat. Els cercles plens representen els valors obtinguts amb dieta

sense HPS, el cercles buits els obtinguts amb preséncia d'HPS a la dieta.
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Tal i com es representa a la Figura 29, I'activitat G6PD i 6PGD va augmentar amb la ingesta de
materia seca digerible en aquelles orades alimentades sense el suplement d'hidrolitzat de
proteina de soja. Les orades alimentades amb el suplement no mostraren tendencies

significatives.
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6PGD Abséncia y=-73.5-11.09x 0.54 0.0029

Figura 29. Relacié de I'activitat glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (G6PD) i 6-fosfogluconat deshidrogenasa (6PGD) amb la ingesta de
materia seca digerible. En cas d'observar tendéncies diferents (ANCOVA de la pendent i la intercepcié del model, p<0.05) segons la
preséncia o abséncia d'hidrolitzat proteic de soja a la dieta (HPS), els valors d'activitat enzimatica obtinguts per a cada condicid
s'analitzarien per separat. Els cercles plens representen els valors obtinguts amb dieta sense HPS, el cercles buits els obtinguts

amb preséncia d'HPS a la dieta.

Les activitats ALT, AST i GDHred augmentaren linealment amb la ingesta de materia seca
digerible, independentment de la inclusié o no de I'hidrolitzat de proteina de soja (Figura 30).
No obstant, els models descrits pels grups amb o sense suplement discorren paral-lels I'un de
I'altre, de tal manera que, per un mateix nivell d'ingesta, les orades no alimentades amb
I'hidrolitzat presentaren majors activitats ALT, AST i GDHred. Pel que fa a I'activitat GDHox,

aquesta va augmentar proporcionalment a la ingesta de materia seca digerible.
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Figura 30. Relacié de l'activitat alanina aminotransferasa (ALT), aspartat aminotransferasa (AST) i glutamat deshidrogenasa
(GDHred i GDHox) amb la ingesta de matéria seca digerible. En cas d'observar tendencies diferents (ANCOVA de la pendent i la
intercepcié del model, p<0.05) segons la preséncia o abséncia d'hidrolitzat proteic de soja a la dieta (HPS), els valors d'activitat
enzimatica obtinguts per a cada condicid s'analitzarien per separat. Els cercles plens representen els valors obtinguts amb dieta

sense HPS, el cercles buits els obtinguts amb preséncia d'HPS a la dieta.
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4.2.4. Discussio

4.2.4.1. Efectes de la taurina sobre el rendiment nutricional de les orades

En aquesta tesi es presenten els primers resultats sobre els beneficis de la taurina en el
rendiment nutricional d'orades alimentades amb dieta a base de proteina vegetal. La inclusio
de taurina en dietes amb una elevada proporcid de proteina vegetal havia estat capac¢ de
restaurar els creixements de la truita irisada (Boonyoung et al., 2013; Gaylord et al., 2006;
Gibson Gaylord et al.,, 2007), el déntol (Chatzifotis et al., 2008), la Seriola quinqueradiata
(Khaoian et al., 2014; Nguyen et al., 2013; Takagi et al., 2008), el turbot (Wang et al., 2014; Yun
et al., 2012), el llobarro (Brotons Martinez et al., 2004), la cobia (Lunger et al., 2007) i el Pagrus
major (Takagi et al., 2011). A I'Experiment 1 la complementacié amb taurina va millorar el
creixement de juvenils d'orada alimentats amb una dieta amb el 90% de proteina vegetal.
S'evidencia, per tant, que la taurina és un nutrient essencial en el creixement dels juvenils
d'orada. A partir dels resultats de creixement de I'Experiment 1 es va estimar un requeriment
de taurina d'entre el 0.52 i el 0.91% de la dieta. Aquest requeriment és comparable al 0.52%
de taurina en dieta estimat per a juvenils de Pagrus major (Matsunari et al., 2008), o al 0.99%
estimat per Atractoscion nobilis (Jirsa et al., 2014). Alhora, aquest requeriment és superior al
0.2% estimat per al llobarro (Brotons Martinez et al., 2004) i inferior als de Seriola
quinqueradiata (Matsunari et al., 2005) i Paralichthys olivaceus (Park et al., 2002), tots dos

superiors a |'1%.

Les discrepancies entre espécies envers el requeriment de taurina podrien ser degudes a
diferéncies en la capacitat de sintetitzar taurina a partir de metionina i cisteina (veure
Introduccid, Apartat 1.6.2). Tanmateix, el requeriment de taurina també podria estar
condicionat per la composicié en macro i micronutrients de la dieta, aixi com la preséencia de
factors antinutricionals. Qi et al. (2012) observaren que el creixement dels juvenils de turbot
deixava d'augmentar més enlla de I'1% d’inclusié de taurina en dieta amb caseina, gelatina i un
10% de farina de peix. Per contra, segons els resultats de Wang et al. (2014), el creixement dels
juvenils de turbot va ser major amb un 2.5% de taurina que amb un 1.5%. Aquesta
discrepancia podria ser deguda a la inclusié de farina de soja i farina de cacahuet a la dieta
base utilitzada per Wang et al. (2014), o a I'abséncia de farina de peix a la formulacid. Segons
Kim et al. (1995), I'alimentacié amb proteina de soja en comptes de caseina va reduir els nivells
plasmatics de taurina en gats. D'altra banda, s'ha comprovat en diferents espécies de peix que
el requeriment de taurina disminueix al llarg de l'ontogénesi (Kim et al., 2003; Kim et al.,

2008b; Matsunari et al., 2005; Qi et al., 2012). Tenint en compte tots aquests condicionants del
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requeriment de taurina, resulta complicat establir un requeriment de taurina fix i especific per

a cada espécie.

L'Experiment 1, malgrat les seves limitacions en quant a durada i grandaria mostral, va
proporcionar una base de coneixement util per a dissenyar els dos experiments posteriors. Per
als Experiments 2 i 3, partint de la base que es treballaria amb orades de menor pes (pesos
inicials entorn a 6 i 12 grams, respectivament) que les de I'Experiment 1 (pesos inicials de 34-
38 g), es va optar per una suplementacié de taurina de I'1%. A aquest nivell d'inclusié, la
taurina va millorar significativament el creixement dels juvenils d'orada en els Experiments 2 i
3. Es confirma llavors la necessitat d'incloure taurina en la dieta dels juvenils d'orada

alimentats principalment o exclusivament amb proteina vegetal.

La substitucid de la farina de peix per ingredients d'origen vegetal acostuma a reduir el
consum de pinso en peixos carnivors, probablement a conseqiiéncia de I'empobriment de la
palatabilitat de la dieta (Riche i Williams, 2011). Als tres experiments presents, la substitucio
total de la farina de peix va reduir significativament la ingesta diaria de pinso per part de les
orades. La taurina va estimular una major ingesta diaria dels juvenils d'orada alimentats tant
amb dieta enterament vegetal (Experiment 2 i 3), com amb dieta 90% proteina vegetal i 10%
proteina de peix (Experiment 2). Aquest fet concorda amb estudis previs en altres especies de
peix, en els quals la taurina millora la ingesta de dietes vegetals (Brotons Martinez et al., 2004;
Chatzifotis et al., 2008; Jirsa et al., 2014; Matsunari et al., 2008; Park et al., 2002; Qi et al.,
2012; Yun et al., 2012). A I'Experiment 1, la ingesta diaria de pinso va augmentar linealment
amb el nivell de taurina en dieta. En Pagrus major (familia Sparidae, com |'orada), I'augment de
la ingesta es va estabilitzar en arribar al 0.5% de taurina en dieta (Matsunari et al., 2008). En
turbor, nivells de taurina superiors a 1'1% resultaren excessius i reduiren el creixement i la

ingesta en turbot (Qi et al., 2012).

Paral-lelament a l'augment en la ingesta, la taurina va millorar la FCR dels juvenils
d'orada en tots tres experiments. Aquest fet suggereix que la millora del creixement en orades
alimentades amb taurina no es deu Unicament a l'increment en la ingesta, i evidencia encara
més la necessitat d'incloure-la en dietes per orada amb un alt percentatge de proteina vegetal.
La taurina també ha demostrat augmentar la FCR en altres esparids com el déntol (Chatzifotis
et al., 2008) i Pagrus major (Matsunari et al., 2008), a més d'altres teleostis com Atractoscion
nobilis (Jirsa et al., 2014) i el turbot (Yun et al., 2012). Takagi et al. (2008) varen alimentar

juvenils de Seriola quinqueradiata amb dieta de soja complementada amb un potenciador del
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sabor (farina de krill), de manera que, amb taurina o sense, la dieta fos igual d'atractiva per als
peixos. Finalment, observaren que la inclusié de taurina millora el creixement i la FCR dels
juvenils, tot reduint la ingesta diaria relativa al pes dels peixos. D'altra banda, els resultats de
FCR a I'Experiment 1 van permetre calcular un requeriment de taurina en dieta del 0.92%, molt
proper al requeriment calculat en base al creixement, i que valida I'eleccié d'un 1% de taurina
per complementar les dietes dels Experiments 2 i 3. En sobrepassar 1'1% de taurina en dieta,
els valors de FCR en I'Experiment 1 van empitjorar a conseqiiencia de |'estancament del

creixement i I'augment de la ingesta.

4.2.4.2. Efectes de la taurina sobre la digestibilitat de la matéria seca, la proteina i el carboni de

la dieta

Es ben conegut que els ingredients d'origen vegetal presenten components poc
digeribles i antinutrients que afecten negativament a la digestibilitat de la dieta (Francis et al.,
2001; Gatlin et al., 2007). Aquest fet es reflecteix en els resultats de digestibilitat aparent als
Experiments 2 i 3. Segons aquests, la digestibilitat de la mateéria seca, del carboni i del fosfor de
la dieta varen ser reduits en substituir la farina de peix per ingredients vegetals. El perjudici
sobre la digestibilitat de la proteina no va ser tan marcat. En aquest sentit, les proteines de la
soja i el gluten del blat i el blat de moro sén conegudes per la seva elevada digestibilitat
(Tibbetts et al., 2006). D'aquest fet se'n dedueix que I'afectacié sobre la digestibilitat general
de la dieta (la matéria seca) vindria donada en major mesura pels greixos i carbohidrats de la

dieta.

La taurina participa en la digestid en conjugar-se amb acids biliars per formar sals biliars,
necessaries per a la digestid i l'absorcido de lipids i vitamines liposolubles (Chiang, 2009;
Hofmann i Hagey, 2008). En Sebastes schlegeli i Paralichthys olivaceus, I'acid taurocolic,
resultat de la conjugacié de I'acid colic amb la taurina, representa més del 95% dels acids
biliars conjugats (Kim et al., 2014; Kim et al., 2008a). Alhora, les sals biliars també s'uneixen a
les proteines a la llum intestinal i afavoreix I'accié de les proteases. Amb tot, hi ha pocs estudis
sobre els efectes de la taurina a la digestibilitat de la dieta en peixos. La inclusio de taurina va
afectar distintament la digestibilitat aparent de la materia seca i el carboni de la dieta segons
I'experiment. A I'Experiment 3, la taurina va reduir la digestibilitat aparent de la mateéria seca i
el carboni de la dieta. En canvi, a I'Experiment 2, la taurina va augmentar la digestibilitat
d'aquests components a la dieta amb proteina exclusivament vegetal (dieta 100T). En el
mateix experiment, pero, la taurina no va afectar la digestibilitat de la matéria seca, la proteina

i el carboni de la dieta amb un 7% de farina de peix (dieta 90T). Aixi doncs, els diferents
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ingredients que conformen la dieta semblen determinar l'accié de la taurina sobre la

digestibilitat.

La principal diferencia de formulacié entre les dietes dels dos experiments rau en la
proporcié de concentrat proteic de soja. Mentre que les dietes de I'Experiment 2 contenien, a
més de la proteina de soja, gluten de blat i blat de moro; a les dietes de I'Experiment 3 el
concentrat proteic de soja era l'Unica font de proteina. A diferéncia dels cereals, la soja és
pobre en midoé pero abundant en altres polisacarids poc o gens digeribles (Francis et al., 2001;
Gatlin et al., 2007). Aquests polisacarids, anomenats comunament Non-Starch Polysaccharides
o NSPs, dificulten I'accié dels enzims digestius en unir-se als acids biliars i en augmentar la
viscositat del contingut intestinal. En déntols s'ha observat que, a major contingut de
concentrat proteic de soja en la dieta, menor era la promocié per part de la taurina de
I'activitat lipasa als cecs pilorics (Chatzifotis et al., 2008). Malgrat el tractament al que és
sotmesa la soja durant el procés d'elaboracié del concentrat proteic, el producte final conserva
nivells de NSPs superiors als dels glitens de blat i de blat de moro (Taula 22). Per tant, és
probable que les orades de I'Experiment 3 haguessin ingerit una major quantitat de NSPs, els
quals podrien haver anul-lat el possibles efectes beneficiosos de la taurina en la digesti6 de la
dieta. La soja també presenta nivells elevats de saponines, compostos amb una coneguda
activitat antinutricional. No obstant, és normalment absent a concentrats proteics de soja
rentats amb aigua i alcohol (Collins et al., 2013), com I'utilitzat en els presents experiments

(veure fitxa técnica en Annex).

Taula 22. Concentracions (% pes sec) d'acid fitic, midd i NSPs solubles i insolubles al concentrat proteic de soja i als glutens de blat i

blat de moro.

Concentrat proteic de soja Gluten de blat Gluten de blat de moro Referéncia
Acid fitic Reddy, 2002; Viveros
1.0-2.2 (62 2.1(60-80 0.29 (69
(% del fosfor final) (62) ( ) (69) etal., 2000
Mido 6.9 2.7-8.9 20.7
Knudsen, 1997; Wang
NSP solubles 59-8.1 Blat: 1.6 0.6
etal., 2003
NSP insolubles 6.7-19.9 1.0-1.7 1.4

La suplementacid de taurina no va millorar la digestibilitat de la proteina de les dietes
emprades als dos experiments. De fet, a les dietes no complementades amb farina de peix o
hidrolitzat de soja, la taurina va arribar a reduir la digestibilitat de la proteina. Igual que amb Ia
digestibilitat de la matéria seca i el carboni dietéetic, aquests resultats suggereixen la presencia

d'un antinutrient. No obstant, en aquest cas, el perjudici sobre la digestid és independent a la
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proporcié de concentrat proteic de soja. Per tant, totes tres fonts de proteina vegetal
contindrien aquest antinutrient. D'acord a la literatura i a la informacio facilitada pel fabricant
del concentrat proteic de soja (Archer Daniels Midland Company, veure Annex), els tres
ingredients vegetals emprats presentarien nivells baixos o inexistents d'inhibidors de proteases
(Apper-Bossard et al., 2013; Moyano Lépez et al., 1999). No obstant, aquests ingredients si
contindrien quantitats similars d'acid fitic (Taula 22), el qual podria disminuir la disponibilitat
de la proteina dietética en formar complexos fitat-proteina (Francis et al., 2001). En reforg
d'aquest suposit, Sajjadi i Carter (2004) indicaren que la suplementacio d'acid fitic va reduir la
digestibilitat de la proteina de la dieta sense haver estat afectada I'activitat de la tripsina en els

cecs pilorics.

Malgrat els pobres resultats de digestibilitat, I'estimul de la ingesta per part de la taurina
va incrementar la quantitat de materia seca, proteina i carboni finalment digerida i assimilada
per les orades. Certament, aquest fet hauria contribuit de forma significativa a I'augment del
creixement de les orades alimentades amb el suplement de taurina. No obstant aixo, depenent
de la magnitud de I'augment en la ingesta de pinso, la inefectivitat de la taurina envers la
digestibilitat de la proteina de la dieta condui a una major excrecié de nitrogen al medi a través
de les femtes dels animals. Aixi, les orades alimentades amb la dieta 90T (Experiment 2) i la
dieta CPS+Tau presentaren majors perdues fecals de proteina que la resta de grups, incloent-hi
les orades alimentades amb dieta FM. La digestibilitat de la proteina de la dieta és un aspecte
important en la produccid6 de peixos en captivitat, no tan sols a nivell de rendibilitat
economica, sind també com a font d'impacte en el medi natural. Una major descarrega de
compostos nitrogenats a través de les femtes pot comprometre la qualitat de l'aigua

circumdant, aixi com I'estructura i biodiversitat de la comunitat bentonica adjacent als cultius.

4.2.4.3. Efectes de la taurina sobre la digestibilitat del fosfor de |a dieta

Tant a I'Experiment 2 com al 3 la taurina va millorar la digestibilitat del fosfor dietétic. La
taurina no només participa en la conjugacié dels acids biliars, siné que també promouria la
sintesi d'acids biliars en el fetge de peixos (Kim et al., 2014; Yun et al., 2012) i rates (Yokogoshi
et al., 1999). Els acids biliars faciliten I'absorcié de vitamines liposolubles a l'intesti, entre elles
la vitamina D. Al seu torn, la vitamina D regula |'expressié de proteines transportadores de
fosfat sodi-dependents, principal mecanisme d'absorcid de fosfor en l'intesti (Lock et al.,
2010). Tot i que no hi ha estudis previs en peixos sobre |'efecte de la taurina en la digestibilitat
del fosfor dieteétic, la taurina havia mostrat millorar la retencié del fosfor dietétic a Trachinotus

ovatus alimentat amb un 80% de proteina vegetal (Wu et al.,, 2014). D'altra banda, la
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suplementacié o la injeccié intraperitoneal de vitamina D; i calcitriol (la forma activa de la
vitamina Ds;) ha demostrat elevar els nivells plasmatics de fosfor en el peix gat Clarias
batrachus (Swarup et al., 1984), I'anguila americana (Fenwick et al., 1984) i la carpa (Swarup et
al.,, 1991), aixi com la retencié de fosfor en el peix gat Pelteobagrus fulvidraco (Zhu et al.,
2015). En truita irisada, un suplement d'acids biliars també va elevar els nivells de fosfor en
plasma (Yamamoto et al., 2007). No obstant, en cap d'aquests estudis la vitamina D o els acids
biliars van millorar significativament la digestibilitat del fosfor. L'eficacia d'aquests suplements
podria estar condicionada per la proporcid d'ingredients vegetals a la dieta. A I'estudi amb
Trachinotus ovatus, si bé la taurina va millorar la retencié de fosfor de la dieta amb un 80% de
proteina vegetal, no va tenir efecte en dietes amb el 40 o el 0% (Wu et al., 2014). En aquest
sentit, la suplementacié de vitamina D3 es va mostrar més efectiva millorant la retencié de
fosfor a truites irisades alimentades amb nivells inferiors de fosfor assimilable (Coloso et al.,

2001).

La baixa biodisponibilitat del fosfor fitic es compta entre les multiples causes del baix
rendiment nutricional dels peixos alimentats amb ingredients d'origen vegetal (Francis et al.,
2001; Gatlin et al., 2007). Per incrementar la ingesta de fosfor assimilable dels peixos, els
investigadors han proposat la complementacid de la dieta amb fosfor inorganic com el fosfat
dicalcic (Lee et al., 2010), o I'Us de fitasa per a hidrolitzar I'acid fitic present als ingredients
vegetals (Dalsgaard et al., 2009; Vielma et al., 2000; Vielma et al., 2002; Zhu et al., 2014; Zhu et
al., 2015). Aquestes dues practiques han demostrat millorar el creixement i I'eficiéncia
alimentaria en peixos. Aixi doncs, aquests antecedents apunten que la millora en la
digestibilitat del fosfor observada en els Experiments 2 i 3 hauria contribuit a I'augment del

creixement de les orades tractades amb taurina.

4.2.4.4. Efectes de la interaccié de la taurina amb la farina de peix sobre la nutricié de les

orades

La farina de peix constitueix una font de proteina de qualitat per als peixos, ja sigui pel
seu alt contingut proteic, I'excel-lent perfil d'aminoacids essencials o per la seva elevada
digestibilitat. Proporcions de farina de peix en dieta del 18% (un 25% de la proteina de la dieta)
havien demostrat millorar el creixement de les orades respecte d'una alimentacié
exclusivament a base de proteina vegetal (Gdmez-Requeni et al., 2004; Sitja-Bobadilla et al.,
2005). A I'Experiment 2, pero, la inclusié d'un 7% de farina de peix a la dieta (el 10% de la
proteina) va millorar el creixement i la ingesta de les orades en comparacié amb la dieta

formulada exclusivament amb proteina vegetal. Alhora, el suplement de farina de peix va
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promoure l'acumulacié de proteina en el cos de les orades, tal com indiquen I'augment de la
proporcié de proteina corporal i dels valors de retencié proteica. Per tant, els nostres resultats

evidencien I'elevat valor nutricional de la farina de peix per al creixement de |'orada.

Més enlla dels seus efectes individuals, el grau de substitucié de farina de peix per
proteina vegetal a I'Experiment 2 va condicionar la magnitud dels efectes de la taurina sobre la
nutricié de les orades. La inclusié d'un 7% de farina de peix a la dieta va accentuar la millora
del creixement, la FCR i la retencid proteica per part de la taurina. Ara bé, la interaccié més
destacable entre la taurina i la preséncia o no de farina de peix a la formulacié de la dieta

s'observa en metabolisme lipidic.

Segons els Experiments 2 i 3, I'addicié de taurina en dietes formulades exclusivament
amb proteina vegetal no tan sols no resulta en I'acumulacié de greixos corporals, com seria
d'esperar arran de I'augment en la ingesta (Cui et al., 1996; Cui i Wootton, 1988; Storebakken i
Austreng, 1987), sind que redueix clarament els greixos corporals de les orades. En aquest
sentit, la taurina ha demostrat promoure la sintesi d'acids biliars en el fetge de peixos (Yun et
al.,, 2012) i rates (Yokogoshi et al., 1999) en incrementar I'activitat i I'expressio geénica de la
colesterol 7a-hidroxilasa (CYP7A1, EC 1.14.13.17), enzim limitant de la sintesi d'acids biliars a
partir del colesterol. Aixi, igual que les orades dels presents experiments, la suplementacié de
taurina en dieta amb alt contingut de proteina vegetal va reduir la proporcié de greixos
corporals als juvenils de turbot (Yun et al.,, 2012). Aquest fet suggereix un augment de
I'activitat lipolitica per a satisfer la major demanda d'acetil CoA per a la sintesi de colesterol i
d'acids biliars. La reduccidé en dels nivells de triglicerids en serum i en fetge observada a les

orades dels Experiments 2 i 3 reforgarien aquesta hipotesi.

La promocié de la lipolisi per part de la taurina seria contrarestada per la inclusié d'un
7% de farina de peix a la dieta. Als Experiments 1 i 2, la suplementacié d'un 1% de taurina en
dieta amb un 90% de proteina vegetal va resultar en I'augment dels nivells de triglicerids al
serum de les orades. Aixi mateix, a les orades de I'Experiment 2, la taurina va promoure una
major deposicié de greixos corporals. Aquest canvi de tendencia respecte les dietes 100%
proteina vegetal assenyala que la farina de peix contribuiria a restaurar el patré normal de
resposta del metabolisme lipidic envers a la major ingesta d'aliment. Per contra, la
suplementacié d'un 2% de taurina a I'Experiment 1 va reduir els nivells de triglicerids al serum i
al fetge de les orades. Aquest nou canvi de tendéncia té com a origen més probable la

promocié de la sintesi d'acids biliars per part de la taurina. Aixi doncs, I'acumulacié de reserves
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de greix als peixos sembla governar-se per dos efectes contraposats: I'increment promogut per
la ingesta i el descens per accié de la taurina; tots dos condicionats per la preséncia o no de

farina de peix a la dieta.

A I'Experiment 2, la inclusié d'un 7% farina de peix va resultar en la reduccié de la
digestibilitat aparent de determinats nutrients, depenent també de la preséncia o no de
taurina en la dieta. Tal i com demostraren Albrektsen et al. (2006) i Mundheim et al. (2004), la
substitucid de la farina de peix per ingredients vegetals redueix la digestibilitat de la dieta. Per
tant, resulta poc probable que la inclusié de farina de peix perjudiqués la digestié de la dieta.
No obstant aix0, aquests dos estudis anteriors dissenyaren dietes amb majors diferéncies en la
proporcié de farina de peix. Per tant, lluny de contradir els resultats obtinguts per altres
investigadors, els nostres resultats indicarien que un 7% de farina de peix no va ser suficient
per a millorar la digestibilitat de la dieta, perdo si la ingesta. A conseqliencia d'aixo, la

digestibilitat aparent de la dieta pot veure's reduida.

Tenint en compte la baixa proporcié de farina de peix inclosa a la dieta, uns efectes tan
marcats sobre la nutricié de I'orada, suggereixen la preséncia d'altres nutrients, apart de la
taurina, que condicionarien la nutricid de les orades. No sembla probable que la substitucié
d'un 7% de farina de peix comprometés la disponibilitat d'algun mineral o aminoacid essencial
en les dietes 100 i 100T, doncs no va alterar el contingut en cendres o els perfils d'aminoacids,
ni va afectar negativament la digestibilitat de la proteina ni del fosfor dietetic. Per tal que una
petita quantitat de farina de peix condicioni el creixement i la nutricid de les orades, el
component o components responsables han de ser, o bé prou abundants a la farina de peix, o

bé biologicament molt actius, o totes dues coses alhora.

Aguests factors nutricionals per identificar podrien formar part de la fraccié soluble en
aigua de la farina de peix, en la qual abunden la mateixa taurina, proteines de baix pes
molecular, péptids, aminoacids lliures, nucleotids i altres compostos nitrogenats (Aksnes,
2005). Kousoulaki et al. (2009) observaren que salmons atlantics alimentats amb dietes
similars a la dieta 90 milloraren el seu creixement en complementar la dieta amb solubles de
farina de peix. Malgrat que el creixement dels salmons s'ajustava positivament amb els nivells
de taurina i hidroxiprolina a la dieta, el disseny de I'experiment no va permetre establir una
relacid causal. Posteriorment, Kousoulaki et al. (2012) va observar que el creixement dels
salmons millorava en ser alimentats amb dieta enriquida amb péptids solubles menors de

1000 Da (daltons). En el mateix estudi, la suplementacié d'un 0.15% de taurina o hidroxiprolina
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no va afavorir el creixement dels salmons. Tal i com s'ha assenyalat préviament (Apartat
4.2.4.1), els requeriments de taurina en peixos podrien variar segons els ingredients amb els
quals es formula la dieta. Aixi doncs, les quantitats suplementades de taurina i hidroxiprolina
podrien haver estat insuficients per als salmons. A tall d'exemple, als nostres experiments les
dietes vegetals suplementades amb taurina presentaren concentracions d'aquest compost

dues vegades superiors als de la dieta FM (un 2% i un 1%, respectivament).

4.2.4.5. Efectes de I'hidrolitzat de soja sobre la nutricié de 'orada

Un altre factor que podria limitar el creixement dels peixos serien els baixos nivells
d'aminoacids lliures, péptids i proteines de baix pes molecular en els ingredients vegetals. A
I'Experiment 3, independentment de la taurina, la inclusié d'un 6.5-6.6% d'hidrolitzat de
proteina de soja va millorar significativament el creixement i la FCR dels juvenils d'orada.
L'hidrolitzat va incrementar la digestibilitat i la ingesta de mateéria seca, proteina i carboni, i en
combinacié amb la taurina, també la digestibilitat i la ingesta de fosfor. L'hidrolitzat de
proteina de soja no havia estat estudiat préviament com a suplement en dietes a base de
proteina vegetal, perd si com a font proteica substitutiva de la farina de peix. Aixi, juvenils de
Platichthys olivaceus presentaren majors valors de creixement, ingesta i eficiencia alimentaria
en substituir un 20% de la farina de peix de la dieta per un hidrolitzat de proteina de soja
(Mamauag et al.,, 2011). En un altra especie del mateix genere, Platichthys stellatus, els
beneficis en el creixement, la ingesta i I'eficiéncia alimentaria es van estendre fins el 50% de
substitucié de farina de peix per hidrolitzat de proteina de soja (Song et al., 2014). Es més, en
aquest darrer estudi, I'hidrolitzat de proteina va ser capag de reemplagar el 85% de la farina de

peix sense afectar negativament al creixement dels animals.

Com a I'Experiment 2, la inclusié de taurina a les dietes de I'Experiment 3 va augmentar
la retencid proteica dels juvenils d'orada. L'hidrolitzat de proteina de soja, tot i millorar el
creixement de les orades, no va tenir efecte sobre la retenciéd de proteina en reduir la
proporcié de proteina corporal. D'altra banda, la inclusié de taurina o d'hidrolitzat per separat
va millorar la retencié de greixos. No obstant, la combinacid de tots dos additius no va donar
com a resultat la suma dels seus efectes individuals. Aixo es va deure a efectes antagonics de la
taurina i I'hidrolitzat en la proporcié de greix corporal de les orades. L'hidrolitzat de proteina
de soja va promoure l'acumulacié de greix corporal en absencia de taurina a la dieta. La
taurina, en canvi, va reduir la proporcid de greix corporal, en especial en presencia
d'hidrolitzat. D'acord amb aquests resultats, la suplementacié de I'hidrolitzat en abséncia de

taurina va resultar en majors nivells de triglicerids en serum. En canvi, els nivells serics de
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triglicerids a les orades alimentades amb un suplement de taurina no van variar respecte dels
del grup CPS, malgrat haver ingerit una major quantitat de dieta. Seguint una tendéncia
similar, els triglicerids hepatics van augmentar amb la inclusié de I'hidrolitzat i disminuir amb la

de taurina.

4.2.4.6. Rendiment nutricional de les orades alimentades amb dieta vegetal envers el control

amb farina de peix

Els presents experiments demostren que la taurina millora el creixement de les orades
alimentades majoritariament o exclusivament amb proteina vegetal. No obstant, en ser
comparats aquests creixements amb els de les orades alimentades amb dieta a base de farina
de peix (dieta FM, Experiments 2 i 3), es constata que aquesta millora no va ser suficient per a
restaurar completament el creixement dels peixos. Les dietes vegetals formulades per aquesta
tesi plantejaven la substitucio total de la farina de peix, un objectiu dificil perd coherent amb
les necessitats del sector aquicola. En aquest sentit, la taurina ha demostrat ser un additiu

alimentari amb un gran potencial per a assolir aquesta fita.

El major creixement de les orades del grup FM vindria donat per un Us més eficient dels
nutrients de la dieta, tal i com indiquen els valors de FCR, eficiéncia proteica i retencié de
greixos. Aixi mateix, la major digestibilitat de la dieta FM hauria afavorit en gran mesura el
creixement i I'eficiencia alimentaria de les orades. Una elevada digestibilitat seria facilitada pel
menor contingut en fibra alimentaria i antinutrients, aixi com per un major contingut en fosfor
més facilment assimilable. D'acord amb aix0, les diferencies de digestibilitat més acusades
entre la dieta FM i les dietes vegetals es van trobar al carboni de la dieta i al fosfor. Com és
logic, les ingestes de matéria seca, carboni i fosfor digeribles foren millors a les orades

alimentades amb la dieta FM.

Pel que fa a les deficiencies nutricionals de les dietes, un defecte recorrent a les dietes
formulades amb proteina vegetal és el deficit d'un o diversos aminoacids essencials (AAE). En
els nostres experiments, les dietes vegetals foren complementades amb metionina i lisina, els
dos aminoacids normalment més deficitaris en cereals i lleguminoses. D'aquesta manera es
varen assegurar uns perfils d'AAE ajustats a les demandes nutricionals de |'orada estimades
per Kaushik (1998). Certament, les deficiencies nutricionals de les dietes aqui formulades no

semblen tenir origen en la component proteica, sind en els carbohidrats i els greixos.
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Després de I'empobriment del rendiment alimentari, el perjudici més significatiu causat
per la substitucié de la farina de peix fou la reduccio de reserves de greix corporal i glicogen
hepatic. El baix contingut en glicogen dels grups d'orades alimentades amb dieta vegetal és
coherent amb la proporcié de midé afegit en aquests dietes, a saber, dues vegades inferior al
de la dieta FM. Tal i com va exposar Metén et al. (1999), el contingut de glicogen guarda
directa relacié amb la quantitat de carbohidrats a la dieta. No obstant, valors tan baixos de
glicogen hepatic (fins a cinc cops inferiors) podrien ser, en gran mesura, un reflex de I'estatus

nutricional de les orades.

Pel que fa a les reserves de greix corporal i els nivells de triglicerids en sérum, la seva
reduccio és un tret comu en orades (Gémez-Requeni et al., 2004; Kissil et al., 2000) i en altres
peixos (Deng et al., 2006; Riche i Williams, 2011; Song et al., 2014) alimentades amb elevades
proporcions d'ingredients vegetals. En explicar les possibles causes cal distingir dos efectes que
freqlientment s'observen amb altes substitucions de farina de peix per ingredients d'origen
vegetal. Per una banda, I'alt contingut de NSPs (Non-Starch Polysaccharides) a la soja, els quals
se'ls associa amb la reduccié de la digestibilitat dels greixos (Francis et al., 2001; Gatlin et al.,
2007). Aquests compostos segresten els acids biliars i altres esteroides a la llum intestinal i
dificulten I'emulsié dels greixos. Es més, segons I'estudi de Kortner et al. (2013) la farina de
soja hauria reduit I'expressid de gens codificants de transportadors de colesterol i acids biliars

a l'intesti distal de salmons

Per una altra banda, la substitucid total de farina de peix indueix I'expressié d'enzims
clau en la B-oxidacid i la sintesi de colesterol a la truita irisada (Panserat et al., 2009;
Vilhelmsson et al., 2004). Es probable que ambdds processos estiguin estretament relacionats,
ates que els NSPs augmenten I'excrecid de colesterol i acids biliars amb les femtes, la qual cosa
podria derivar en la promocié de la lipolisi hepatica per a sintetitzar nou colesterol. El conegut
efecte hipocolesterolémic dels ingredients vegetals (en especial els de soja) en peixos (Kaushik
et al., 1995; Romarheim et al., 2008; Sitja-Bobadilla et al., 2005; Song et al., 2014) concordaria

amb aquest raonament.
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4.2.4.7. Els efectes de la taurina sobre el metabolisme intermediari al fetge de les orades

L'activitat GK en el fetge de les orades va augmentar proporcionalment amb el nivell de
taurina de la dieta (Experiment 1). Aquesta correlacié concorda amb els valors d'ingesta
d'aliment. D'igual manera, I'estimulacié de la ingesta de matéria seca digerible per la taurina
esta estretament relacionada amb Il'increment de I'activitat GK als Experiments 2 i 3. En estudis
previs en orada, |'activitat GK havia demostrat adequar-se en proporcié a la racié d'aliment
subministrada (Caseras et al., 2000). A juvenils de Totoaba macdonaldi, la inclusié de taurina
va resultar en una major activitat hexoquinasa (HK; EC 2.7.1.1), sense haver afectat les taxes
d'ingesta d'aliment (Bafiuelos-Vargas et al., 2014). Els nivells glucemics a les orades dels
presents experiments suggereixen una accio especifica de la taurina, diferent a la propia de la
ingesta. Aixi, a les orades de I'Experiment 1, la glucémia va augmentar paral-lelament a la
ingesta en incloure fins a un 1% de taurina a la dieta. No obstant, en afegir un 2% de taurina, la
glucémia a les orades es va reduir, malgrat I'augment de la ingesta. Aquest mateix efecte es va
reproduir a les orades dels Experiments 2 i 3, on la inclusié6 d'un 1% de taurina redui
significativament la glucémia, alhora que augmenta la ingesta. Tot i que seria convenient
avaluar ailladament l'efecte de la taurina sobre la regulaciéd de la GK amb racions fixes
d'aliment, estudis previs han demostrat un efecte hipoglucémic de la taurina en mamifers

(Franconi et al., 2004).

De la mateixa manera que la GK, s'ha observat que l'activitat PFK-1 i PK al fetge de
I'orada augmenta amb la racié d'aliment (Metdn et al., 1999). Als Experiments 2 i 3, les orades
alimentades amb la dieta FM van mostrar correlacions positives entre |'activitat GK, PFK-1 i PK
amb la ingesta de materia seca digerible. Tanmateix, el coneixement dels efectes de la racié
sobre el metabolisme de la glucosa dels peixos no s'estén a dietes a base de proteina vegetal.
Als nostres experiments, I'augment de I'activitat GK amb la taurina no va resultar en majors
activitats PFK-1 i PK. De fet, I'activitat PFK-1 va disminuir amb la inclusié de taurina. Segons
aquests resultats, la glucolisi jugaria un paper menor en la metabolitzacié de la glucosa al fetge
de les orades alimentades amb dieta vegetal. Es descartaria, llavors, aquesta via com a
receptora de I'excedent de glucosa fosforilada per la GK. Per tant, I'enzim GK no actuaria com a
iniciadora del procés de conversié de glucosa en piruvat, sind com a subministradora de

glucosa-6-fosfat per a altres vies metaboliques.

La disminucid dels nivells hepatics de glicogen amb la taurina a les orades alimentades
exclusivament amb proteina vegetal descarta la glicogenesi com a desti per a I'excedent de

glucosa-6-fosfat (Experiment 2 i 3). Encara més, el contingut de glicogen hepatic de les orades

149



alimentades amb un 90% de proteina vegetal, malgrat augmentar en incloure un 1% de taurina
en la dieta (Experiment 1 i 2), es va reduir amb un 2% de taurina (Experiment 1). Bafiuelos-
Vargas et al. (2014) van detectar un descens en els nivells de glicogen hepatic de Totoaba
macdonaldi a conseqléncia de la inclusié de taurina a la dieta. Els autors atribuiren la reduccio
de la sintesi de glicogen a la promocid de I'oxidacié de la glucosa-6-fosfat mitjangant I'activitat
G6PD. En linia amb aquesta hipotesi, a I'Experiment 3 la suplementacié de taurina va resultar
en majors activitats G6PD i 6PGD, la qual cosa assenyala la via de la pentosa fosfat com un dels

possibles destins de la glucosa-6-fosfat no oxidada pels enzims glucolitics.

La fase oxidativa de la via de la pentosa fosfat és la principal productora de NADPH al
citosol i és normalment associada a la sintesi de lipids (Wamelink et al., 2008). A I'Experiment
3, pero, I'augment de I'activitat G6PD i 6PGD amb la taurina va concérrer amb el descens dels
nivells de triglicerids en serum i fetge, aixi com de la proporcié de greix corporal de les orades.
Contrariament, a I'Experiment 2 I'activitat G6PD i 6PGD disminuiren amb la suplementacio de
la taurina. Paral-lelament, tal i com s'ha discutit anteriorment (Apartat 4.2.4.4), la taurina va
reduir els nivells de triglicerids en seérum i fetge, aixi com la proporcié de greix corporal de les
orades. En suma, els nostres resultats evidencien que els canvis en |'activitat G6PD i 6PGD per
part de la taurina no obeeixen a la demanda de NADPH per a la sintesi de lipids, tal i com

s'esperaria en orades alimentades amb dietes a base de farina de peix.

El NADPH no emprat en la sintesi d'acids grassos podria haver estat derivat a la sintesi
d'altres metabolits la disponibilitat dels quals estaria més compromesa. La inclusié de farina i
proteina de soja a la dieta dificulta la reabsorcié del colesterol i dels acids biliars a I'intesti
distal de peixos (Kaushik et al., 1995; Kortner et al., 2013; Nguyen et al., 2011). D'aquesta
manera, es limitaria el seu posterior reaprofitament en el fetge i obligaria a invertir més
NADPH i acetil-CoA en la sintesi de novo de colesterol i acids biliars. Aquestes demandes
podrien ser satisfetes per la via de la pentosa fosfat (Wamelink et al., 2008) i la degradacié
dels acids grassos (Panserat et al., 2009). La suplementacié de taurina, en ser promotora de la
sintesi d'acids biliars en fetge (Kim et al., 2014; Yun et al., 2012), contribuiria a I'augment de la
demanda de NADPH i acetil-CoA. Aquesta hipotesi concordaria amb el descens del nivell de
lipids corporals de les orades, aixi com amb I'augment de I'activitat G6PD i 6PGD a les orades
de I'Experiment 3, pero contrastaria amb el descens de I'activitat G6PD i 6PGD a les orades dels
Experiments 1 i 2. Aixi doncs, tot i que la literatura i els resultats aqui presentats evidencien

TR

possible establir una relacio clara entre aquests ajustos i la via de la pentosa fosfat.
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No poden descartar-se altres processos metabolics, amb un alt requeriment de NADPH,
que afectarien la regulacié de la via de la pentosa fosfat, i compliquen la interpretacio dels
resultats d'activitat G6PD i 6PGD. Estudis previs realitzats en orada i altres peixos indiquen que
la inclusié d’ingredients vegetals a la dieta incrementa la produccié d'espécies reactives de
I'oxigen (ROS, Reactive Oxygen Species) i indueix |'expressié d'enzims amb activitat antioxidant
per tal d'evitar possibles danys cel-lulars (Baifiuelos-Vargas et al., 2014; Olsvik et al., 2011; Sitja-
Bobadilla et al., 2005; Zheng et al., 2012). L'activitat d'un d'aquests enzims, la glutatid
peroxidasa (GPX, EC 1.11.1.9), depén del subministrament de NADPH per a mantenir els nivells
cel-lulars de glutatié reduit amb el qual reduir lipids peroxidats i ROS (Wamelink et al., 2008).
Per aquest motiu, un augment de l'activitat G6PD al fetge de les orades podria respondre a un
increment de l'activitat GPX i, per tant, a un major estrés oxidatiu. Malgrat que el mecanisme
d'accié no ha estat encara esclarit, la taurina ha demostrat millorar la capacitat antioxidant
dels hepatocits en peixos. A exemplars de llobarro i Totoaba macdonaldi alimentats amb
dietes amb substitucié parcial de farina de peix, la suplementacié de taurina va incrementar
I'activitat de la catalasa (EC 1.11.1.6), enzim encarregat de la conversid del peroxid d'hidrogen
(H,0,) intracel-lular en oxigen i aigua (Bafiuelos-Vargas et al., 2014; Feidantsis et al., 2014a). En
el cas del Totoaba macdonaldi, I’activitat de la catalasa augmenta conjuntament amb I'activitat
G6PD. El NADPH no participa en la reaccié catalitzada per la catalasa, pero n'evita la inactivacid

per accio del mateix H,0, (Gaetani et al., 2005).

Estudis realitzats en Seriola quinqueradiata i Pagrus major demostren que la deficiéncia
de taurina en dietes formulades exclusivament amb proteina vegetal augmenta I'hemolisi i
I'acumulacié de pigments biliars al fetge, la qual cosa resultaria en I'anomenat sindrome del
fetge verd (Goto et al., 2001b; Takagi et al., 2008; Takagi et al., 2011; Takagi et al., 2006a;
Takagi et al., 2006b). Conseglientment, el déficit de taurina augmenta la produccié de
biliverdina, la qual supera la seva taxa d'excrecid al fetge, i en propicia I'acumulacid. Alhora,
I'acumulacié de biliverdina promou la seva reduccié a bilirubina, menys polar i més dificil
d'excretar pel fetge a menys que sigui conjugada amb taurina o acid glucuronic. Aquest procés,
des de la produccié de la biliverdina a la conjugacié de la bilirubina, consumeix agents
reductors NADPH, acid glucuronic, sintetitzat a partir de la glucosa-6-fosfat (Wamelink et al.,
2008), i taurina. En peixos, la bilirubina es conjuga preferentment amb taurina, la qual cosa
dificulta I'excrecid de pigments biliars acumulats al fetge de Seriola quinqueradiata. En canvi, a
Pagrus major, espécie de la mateixa familia de I'orada (Sparidae), I'excrecié dels pigments
biliars no es veu afectada per la deficiencia de taurina dietética. Els autors d'aquests estudis

atribuiren aquesta discrepancia a que Pagrus major té una major capacitat per a sintetitzar
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taurina, tal com s'ha comentat previament. En qualsevol cas, la inclusié de taurina a la dieta
redueix la produccido hemolitica de pigments biliars i en redueix la concentracié al fetge de
Seriola quinqueradiata i Pagrus major, i probablement també al de l'orada. Aquesta altra
propietat de la taurina contribuiria també a la reduccié de la demanda metabolica de NADPH
al fetge de I'orada. D'altra banda, la possible relacié entre I'acumulacié de pigments biliars i
I'estrés oxidatiu hepatic no ha estat encara estudiada en peixos, possiblement perque la
mateixa bilirubina no conjugada té activitat antioxidant. No obstant, en concentracions
elevades la bilirubina ha demostrat causar estrés oxidatiu i efectes citotoxics en cel-lules

humanes (Jangi et al., 2013).

Als nostres experiments, l'activitat FBPasa al fetge de les orades va augmentar amb
inclusié de taurina. L'increment de I'activitat FBPasa contrasta amb el descens de l'activitat
PFK-1 i ens indica una promocio de la gluconeogénesis. La FBPasa catalitza la reaccié inversa a
la de la PFK-1 i ambdds enzims sén estretament regulats pels nivells de fructosa-2,6-bisfosfat,
metabolit sintetitzat i degradat per I'enzim bifuncional 6PF-2-K/Fru-2,6-P2asa (EC 2.7.1.105/EC
3.1.3.46) (Baanante et al., 1991; Enes et al., 2009; Garcia de Frutos and Baanante, 1994; Garcia
de Frutos et al.,, 1990). L'expressié de la 6PF-2-K/Fru-2,6-P2asa, al seu torn, és modulada
segons la composicid de la dieta i la racié d'aliment subministrat (Metdn et al., 2000). Malgrat
I'increment concomitant de la ingesta de matéria seca digerible amb la taurina, els resultats
obtinguts no permeten concloure si la ingesta és un factor determinant en l'augment de
I'activitat FBPasa. Tanmateix, a Bafiuelos-Vargas et al. (2014) la taurina va induir I'activitat
FBPasa hepatica a Totoaba macdonaldi amb independéncia de la ingesta. Es més, la inclusié
d'un 7% de farina de peix (Experiment 2) disminui l'activitat FBPasa, tot i augmentar la ingesta
de mateéria seca digerible. En orades alimentades amb farina de peix, la gluconeogenesi
hepatica havia demostrat reduir-se proporcionalment a la ingesta (Caseras et al., 2002; Metén
et al., 1999) i augmentar en deju. A major ingesta de carbohidrats, menor dependéncia de la
sintesi de glucosa endogena per a satisfer les demandes del fetge i altres organs. Aquests
resultats evidencien encara més el canvi de paradigma en el metabolisme de la glucosa a les
orades alimentades amb proteina vegetal. Tant és aixi, que la induccié de la FBPasa i la
inhibicié de la PFK-1 sén propies de peixos en deju (Metdn et al., 1999). Aixi doncs, a les orades
alimentades amb proteina vegetal, I'augment de la gluconeogénesi respondria a una major
demanda de glucosa o glucosa-6-fosfat, derivada de deficiéncies nutricionals no resoltes per la
taurina. De fet, la promocié de l'activitat FBPasa fou més acusada a les dietes amb pitjor
rendiment nutricional: les dietes 100 i 100T a Experiment 2; i les dietes CPS i CPS+Tau a

I'Experiment 3. En el cas concret de les orades alimentades amb les dietes CPS i CPS+Tau, la
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taxa de sintesi de glucosa aparentment va superar a la de degradacid. D'aquesta manera es
justificaria que la inclusié de taurina no reduis la glicemia de les orades, tal com va ocdrrer

amb la resta de dietes amb idéntica formulacio entre elles, tret de la inclusié o no de taurina.

En peixos teleostis, la transaminacido i la desaminacid d'aminoacids en el fetge
constitueix una de les fonts principals d'esquelets de carboni per a la sintesi de novo de
glucosa, especialment en condicions de deju (French et al.,, 1981). D'entre els aminoacids,
['alanina i I'aspartat sén els principals aminoacids gluconeogenics en peixos (Li et al., 2009b).
D'entre les transaminases, I'ALT i I'AST sén les més abundants als fetges dels peixos teleostis
(Cowey i Walton, 2002). En linia amb aixo, la suplementacié de taurina va resultar en majors
activitats ALT i AST al fetge de les orades. L'activacié de la via gluconeogeénica, indicada per
I'activitat FBPasa, hauria estat sustentada per una major provisid d'oxaloacetat procedent de la
transaminacié de l'alanina i I'aspartat. A Totoaba macdonaldi, la taurina també va promoure
una major activitat ALT i AST (Bafuelos-Vargas et al., 2014). Per als grups d'orades alimentades
exclusivament amb proteina vegetal, la inclusié de taurina a la dieta va incrementar |'activitat
oxidativa de la GDH (GDHox), la qual proveiria a-cetoglutarat per a la produccié d'ATP o per a
la gluconeogéenesi. No obstant, i en contra de la tendéncia observada a I'activitat de la FBPasa i
les transaminases, la combinacié de taurina amb I'hidrolitzat de proteina de soja o el 7% de
farina de peix va reduir l'activitat GDHox (Experiment 1; dietes 90 i 90T, Experiment 2; dietes
HPS i HPS+Tau, Experiment 3). Aquesta discrepancia indicaria que el glutamat seria emprat
preferencialment com a substrat energetic, no com a precursor per a la sintesi de glucosa.
Alhora, el descens de I'activitat GDHox suggereix que, en preséncia de I'hidrolitzat de proteina
de soja o la farina de peix a la dieta, la taurina reduiria significativament la demanda d'ATP

procedent de la cadena respiratoria.

D'acord amb I'activitat reductora de la GDH (GDHred), la taxa de sintesi de glutamat al
fetge de les orades va augmentar amb la inclusié de la taurina. Donat que l'activitat GDH
també constitueix una de les principals fonts de glutamat per a la sintesi de glutatidé (Fang et
al.,, 2002; Newsholme et al., 2003), la taurina hauria contribuit a una major disponibilitat de

glutatié per a combatre el possible estrés oxidatiu causat pels ingredients vegetals de la dieta.
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4.2.4.8. Efectes de la substitucid de la farina de peix sobre metabolisme intermediari al fetge

de les orades

Les dietes FM emprades als Experiments 2 i 3 varen ser formulades amb farina de peix
com a font exclusiva de proteines. Al no contenir fibra, la farina de peix va permetre incloure
una proporcié de midé major que a les dietes vegetals. Altres autors han optat per compensar
les diferencies en el contingut de fibra afegint cel-lulosa a les dietes amb farina de peix. No
obstant, aquesta practica dificultaria I'extrapolacié dels resultats obtinguts a I'escenari d'una
explotacié piscicola real. Dit d'un altra manera, en afegir fibra, el valor nutricional de la dieta
amb farina de peix s'aproximaria al de les dietes a base de proteina vegetal, quan I'objectiu del

sector piscicola i de la recerca en nutricié de peixos és el contrari.

En estudis previs I'orada ha demostrat certa capacitat per adequar |'expressié d'enzims
glucolitics hepatics a la proporcié de carbohidrats en la dieta (Enes et al., 2009; Fernandez et
al., 2007; Metén et al.,, 1999). Certament, a les orades alimentades amb les dietes FM
s'evidencia, a través de l'activitat PK i dels nivells de glicogen hepatic, un major flux de glucosa
cap a la via glucolitica i la sintesi de glicogen. Tant I'activitat PK com el contingut de glicogen al
fetge d'aquestes orades superaren més de dues vegades els dels grups alimentats amb dieta
vegetal. No obstant, el major contingut de midd a les dietes FM no va suposar un augment
d’igual magnitud en l'activitat GK i PFK-1. Aixo indicaria que els valors d'activitat GK i PFK-1 a
les orades alimentades amb les dietes vegetals no responen proporcionalment al contingut de
carbohidrats digeribles a la dieta. Aixi doncs, I'elevada activitat GK i PFK-1 en aquests grups
s'hauria mantingut gracies a la produccid de glucosa endogena. Pel que fa a l'activitat GK, un
ritme elevat d'oxidacié i renovacié de glucosa reforcaria la hipotesi que les deficiencies
nutricionals dels ingredients vegetals incrementarien la demanda hepatica de glucosa-6-fosfat.
D'altra banda, convé destacar la manca de correlacio entre les activitats PFK-1 i PK a les orades
alimentades amb dieta vegetal, la qual cosa indicaria que part de la fructosa 1,6-bifosfat
generada per la PFK-1 hauria estat desviada de la via glucolitica. Un possible desti alternatiu
per aquesta fructosa 1,6-bifosfat seria la biosintesi de glicerol. A Panserat et al. (2009), la
substitucid de farina de peix per a ingredients vegetals va derivar en la sobrexpressio al fetge
de la truita irisada de la glicerol quinasa (EC 2.7.1.30), enzim que catalitza la interconversié del
glicerol a glicerol-3-fosfat, necessari per a I'esterificacid d'acids grassos en triglicerids. Aquest
fet contrastaria amb I'augment del catabolisme de triglicérids proposada en aquesta tesi,
evidenciat pel descens dels nivells de triglicérids. No obstant, el fetge és el teixit més actiu en

clau lipogénica i satisfa les necessitats lipidiques d'altres teixits metabolicament menys actius,
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com és el teixit muscular (Alvarez et al., 2000; Kolditz et al., 2008). De tota manera, caldrien
més estudis per a confirmar aquesta hipotética promocié de la sintesi de triglicerids i, de ser

aixi, descriure a quins processos metabolics i a quines necessitats fisiologiques respondria.

Als Experiments 2 i 3, les orades alimentades amb la dieta FM exhibiren activitats G6PD i
6PGD generalment més elevades que les alimentades amb dieta vegetal, amb I'excepcié de les
dietes suplementades amb taurina de I'Experiment 3. Aquesta discrepancia es deu a |'efecte de
la taurina, especific per aquest experiment, i que ha estat atribuit a I'augment de l'estrés
oxidatiu i a la necessitat d'una major sintesis de colesterol. Aquest no sembla ser el cas de les
orades alimentades amb la dieta FM. Atenent a la proporcid de greix corporal i a la retencié de
greix en questes orades, el NADPH produit per |'activitat G6PD i 6PGD hauria estat destinat a la
lipogenesi. D'altra banda, la major ingesta de carbohidrats digeribles amb la dieta FM
propiciaria la induccié dels enzims oxidatius de la via de la pentosa fosfat. En aquest sentit, és
sabut que l'activitat G6PD i 6PGD al fetge dels peixos és capag¢ d'adaptar-se per processar una
major aportacié de glucosa a través de la dieta (Enes et al., 2010; Fernandez et al., 2007; Li et

al., 2013; Meton et al., 1999).

Pel que fa a la gluconeogenesi, el major contingut de mido a les dietes FM no va afectar
significativament ['activitat FBPasa. Aquest no és, perod, un resultat sorprenent en peixos. En
estudis previs realitzats en orada, l'activitat FBPasa al fetge dels peixos no va modular-se
segons la proporcié de carbohidrats de la dieta (Fernandez et al., 2007; Metdn et al., 1999). La
G6Pasa (EC 3.1.3.9), el darrer enzim de la gluconeogénesi, encarregat de la hidrolisi de la
glucosa-6-fosfat a glucosa, tampoc mostraria correlacié amb el nivell de carbohidrats de la
dieta en orada (Caseras et al., 2002), i en altres peixos (Enes et al., 2006; Panserat et al.,
2000b). De fet, aquesta manca d'inhibicid de la gluconeogénesi ha estat proposada com una de
les causes de l'ineficient aprofitament dels carbohidrats dietétics (Enes et al., 2009; Polakof et

al., 2012).

En comparar les activitats ALT i AST de les orades alimentades amb farina de peix (dieta
FM) amb les de les alimentades amb proteina vegetal, s'observen dues tendencies diferents
segons la transaminasa en questié. En el cas de I'ALT, I'activitat als grups alimentats amb la
dieta FM tendeix a ser superior a la dels grups alimentats amb dietes vegetals. En canvi,
I'activitat AST presenta la tendéncia contraria: les orades alimentades amb dietes vegetals
mostren activitats més elevades. Estudis previs realitzats en peixos assenyalen que l'activitat

transaminasa en el fetge s'inhibeix proporcionalment a la ingesta de carbohidrats (Enes et al.,
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2008; Fernandez et al.,, 2007; Gaye-Siessegger et al., 2006; Metdén et al., 1999). Aixi, la
tendéncia observada en l'activitat ALT no s'ajustaria al contingut de midé de la dieta FM.
L'activitat ALT s'adequaria en major mesura a la quantitat d'alanina present a la dieta, que és

major en la dieta FM que en les dietes vegetals, i a la ingesta més gran de proteina digerible.

La desaminacio del glutamat (GDHox) al fetge de I'orada, igual que la transaminacio de
['alanina i I'aspartat, també s'inhibiria amb la inclusié de carbohidrats a la dieta (Enes et al.,
2008). Tot i aixi, les orades alimentades amb dieta FM van mostrar valors d'activitat GDHox
similars als de les orades alimentades amb dietes vegetals, inclds superiors, en el cas del grup
alimentat amb la dieta 100 (Experiment 2). Aixi mateix, la uniformitat en I'activitat GDHox
tampoc s'ajustaria als nivells de glutamat a la dieta, ja que aquests eren notablement superiors
a les dietes vegetals, tret que, d'altra banda, és caracteristic de molts ingredients vegetals com
la soja i el gluten de blat. Descartats aquests dos factors, es dedueix que l'elevada activitat

GDHox a les orades del grup FM es deu probablement a la major ingesta de proteina digerible.

En resum, el major creixement de les orades alimentades amb la dieta FM vindria
determinat per la major digestibilitat i el major contingut de midé de la dieta. Per una banda,
la major digestibilitat de la dieta proporcionaria els nutrients necessaris per a sustentar una
taxa de creixement més elevada. D'una altra banda, la major aportacié de midé amb la dieta
FM va elevar I'activitat glucolitica, la qual cosa podria haver contribuit a la major retencio
proteica observada en aquestes orades. Alhora, el contingut de midé de la dieta FM també
hauria derivat en una activitat lipogénica més elevada, aixi com en una major acumulacié de

glucogen al fetge de les orades.
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4.3. COMPLEMENTACIO D'UNA DIETA VEGETAL AMB GLUTAMAT

4.3.1. Disseny de I'experiment

L'objectiu del present experiment era comprovar si els efectes de la suplementacio de
glutamat observats a I'experiment de I'Apartat 4.1 eren reproduibles en orades alimentades
amb dieta formulada majoritariament amb proteina vegetal. A fi d'establir una possible relacié
entre els canvis a nivell somatic i metabolic, d'igual manera que en els experiments anteriors,
també s'estudiaren els efectes del glutamat en diferents parametres bioquimics en el serum i
el fetge de les orades. Alhora, per a comprendre millor la relacié entre nutricié i metabolisme,
s'analitzaren mostres de serum i fetge preses 6 i 24 hores després de la darrera ingesta de

pinso.

A aquest efecte, es dissenyaren tres dietes diferents: una primera dieta a base de farina
de peix (dieta FM), una segona a base de proteina vegetal (dieta VEG), i una tercera de
formulacio idéntica a la segona perd complementada amb un 4% de glutamat (dieta GLU). Tal i
com es detalla a la Taula 23, totes tres dietes foren formulades amb un 50% de proteina. A les
dietes VEG i GLU, un 10% de la proteina procedia de farina de peix, mentre que el 90% restant
corresponia a una mescla de concentrat proteic de soja i glutens de blat i blat de moro.
Aprofitant el coneixement adquirit sobre les propietats nutricionals de la taurina en orada, les
dietes VEG i GLU incorporaren un 1% de taurina. Per a descartar que les dietes dissenyades per
als experiments de I'Apartat 4.2 haguessin estat deficients en metionina o lisina, s'incrementa
d'un 0.4 a un 0.6% la inclusié de metionina, i d'un 0.6 a un 0.9% la de lisina. A la Taula 24 es
mostra el perfil d'aminoacids de les tres dietes. Per a descartar la possibilitat que I'alginat
emprat en les dietes de |'Apartat 4.2 hagués afectat a la digestibilitat de la dieta, en aquest

experiment es va optar per canviar I'agent aglutinant per a carraguenina.

En arribar al laboratori, els juvenils d'orada de 6.0 + 0.6 g varen ser distribuits en 9
aquaris. Un cop aclimatats a les noves condicions d'estabulacio, foren assignades cadascuna de
les dietes experimentals a tres aquaris aleatoris. Els peixos varen ser alimentats diariament ad
libitum durant 37 dies. Per al seguiment del pes, el sacrifici i la presa de mostres s'empraren els

protocols descrits a Materials i Metodes (Apartat 3.4 i 3.5).
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Taula 23. Formulacié i composicié quimica de les tres dietes experimentals.

FM VEG GLU
Formulacio (%)
Farina de peix’ 67.5 6.5 6.2
cpPs’ - 41.0 38.9
Gluten de blat’ - 7.2 6.8
Gluten de blat de moro® - 10.8 10.2
Midé pregelatinitzat® 17.2 8.0 7.2
oli de peix’ 13.1 19.7 19.8
L-Lisina® - 0.6 0.6
DL-Metionina’ - 0.9 0.9
Taurina’ - 1.0 1.0
L-glutamat’ - - 4.0
CaHPO,’ - 2.2 2.2
Mescla mineral® 0.9 0.9 0.9
Mescla vitaminica’ 0.1 0.1 0.1
Clorur de colina’ 0.1 0.1 0.1
Carragenina5 1.0 1.0 1.0
Analisi quimica (% pes sec)

Proteina crua 50.1 50.0 50.0
Greix cru 18.8 19.7 19.7
Cendres 11.5 6.6 6.2
Fosfor 1.7 1.0 1.0

CPS: Concentrat proteic de soja.

! Corpesca S.A. Super-Prime fish meal (Santiago de Chile, Chile).

? SPAROS Lda. (Olhdo, Portugal).

3 Midé pregelatinitzat de blat de moro adquirit a Brenntag Quimica S.A. (St. Andreu de la Barca, Barcelona,
Spain).

* AF.AM.S.A. (Vigo, Spain).

5 L-lisina, L-glutamat, taurina, CaHPQ,, clorur de colina i iota carraguenina adquirits a Sigma-Aldrich (St Louis,
MO, USA).

6 Mescla mineral (mg/Kg): CaHPO,4.2H,0, 7340; MgO, 800; KCl, 750; FeS0O,4.7H,0, 60; ZnO, 30; MnO,, 15;
CuS0,4.5H,0, 1.7; CoCl,.6H,0, 1.5; KI, 1.5; Na,SeOs, 0.3.

7 Mescla de vitamines (mg/Kg): mio-inositol, 400; acid ascorbic, 200; acid nicotinic, 70; acetat d'alfa-
tocoferol, 60; pantotenat de calci, 30; riboflavina, 15; piridoxin, 10; acid folic, 10; menadion, 10; tiamina-HCl,

8; tot-trans retinol, 2; biotina, 0.7; colecalciferol, 0.05; cianocobalamina, 0.05.
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Taula 24. Composici6 en aminoacids de les diferents dietes
experimentals.

FM VEG GLU
ARG 5.4 5.6 5.3
HIS 3.0 2.2 2.2
LYS 6.9 5.2 5.2
THR 4.2 3.8 3.6
ILE 3.7 3.6 3.5
LEU 6.5 7.5 7.4
VAL 43 3.9 3.8
MET 2.9 3.1 3.1
PHE 3.9 5.0 5.0
Cys 0.3 0.6 0.5
Tyr 3.5 3.9 3.8
Asx* 8.1 8.2 7.9
Glx® 11.7 16.1 21.9
Ala 5.2 4.4 43
Gly 45 3.6 3.5
Ser 3.7 4.7 4.4
Pro 3.5 6.1 5.9
Tau 1.0 2.2 2.3

Els aminoacids essencials s'indiquen en majuscules, els no essencials en
minuscules.

! Asx representa la suma de concentracions d'Asn i Asp, atés que I'Asn és
transformat a Asp durant la hidrolisi.

% GIx representa la suma de concentracions de Gln i Glu, atés que la GIn és

transformada a Glu durant la hidrolisi.
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4.3.2. Resultats

4.3.2.1. Creixement, eficiencia alimentaria i composicié corporal

Les orades alimentades amb dieta FM assoliren pesos finals i presentaren taxes de
creixement significativament superiors als de les orades alimentades amb les dietes VEG o GLU
(Taula 25). Comparant entre grups alimentats amb dieta vegetal, la suplementacié amb
glutamat (dieta GLU) va millorar significativament la taxa de creixement. A més a més, les
orades alimentades amb la dieta GLU van ingerir diariament més quantitat de pinso que la
resta de grups. Els valors de FCR del grup amb dieta VEG van ser significativament superiors als
del grup amb dieta FM, perd no respecte al grup amb dieta GLU, el qual presenta valors
intermedis. D'altra banda, la retencié de proteina i greix van ser superiors en les orades
alimentades amb dieta FM que en les alimentades amb les dietes VEG o GLU. L'index
hepatosomatic del grup FM va ser significativament superior al del grup VEG, perd no al del

grup GLU.

Taula 25. Resultats dels parametres de creixement, ingesta diaria, eficiencia alimentaria i composicié corporal

d'orades alimentades amb les diferents dietes experimentals.

FM VEG GLU p
Pes inicial (g) 8.52 +0.06 8.24+0.16 8.06 +0.13 0.101
Pes final (g) 18.36 +0.18° 15.61 + 0.42° 16.29 + 0.44° <0.001
SGR (%/dia) 2.07 £0.01° 1.73 +0.03° 1.90 + 0.04° 0.001
Ingesta (g/ Kg dia) 21.21+0.19° 21.66 + 0.54 23.95 +0.53° 0.011
FCR 1.10 £ 0.03° 1.47 +0.07° 1.36 £ 0.06° 0.010
Retencid proteica (%)  29.35 + 1.04° 22.89 +1.09" 25.65 + 0.78%° 0.010
(Fizenc'o de greixos 43.41 +2.81° 21.23+1.11° 21.73+1.11°  <0.001
IHS 1.11 +0.03° 0.99 +0.02° 1.06 + 0.02°*° <0.001

Composicid corporal (% pes en fresc. PF; % pes sec. PS)

Humitat (% PF) 70.09 +0.21° 70.99 + 0.07° 71.74 + 0.09° 0.001
Proteina crua (% PS) 16.36 £ 0.14° 16.64 + 0.01° 17.06 +0.22° 0.045
Greix cru (% PS) 9.10+0.17° 8.20+0.16° 7.88 +0.10° 0.003
Cendres (% PS) 3.38+0.05 3.47 £ 0.02 3.43+0.04 NS

Els valors de cada grup experimental s'expressen com a mitjanes * errors estandards de la mitjana (n=3). Els asteriscs
indiquen diferéncies significatives respecte el grup Control (*, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001). Les significancies
en I'ANOVA de dues vies son indicades amb creus (1, p<0.05; 1, p<0.001; ttt, p<0.0001; NS, no significatiu). Lletres

diferents indiquen diferéncies significatives entre grups alimentats amb dieta vegetal (p<0.05).
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La substitucié de la farina de peix per ingredients vegetals va afectar significativament la
composicio corporal de les orades. Aixi doncs, les orades alimentades amb la dieta FM van
presentar cossos amb una menor proporcié d'aigua, proteina i cendres, i una major proporcié
de greix, en comparacio a les alimentades amb les dietes VEG o GLU. D'una altra banda, la
inclusié de glutamat en la dieta GLU només va afectar a la proporcié d'aigua corporal, la qual

va augmentar respecte al grup alimentat amb la dieta VEG.

4.3.2.2. Digestibilitat aparent de la dieta, ingesta digerible i pérdues fecals

La dieta GLU va resultar en coeficients de digestibilitat aparent (CDA) de la matéria seca i
el carboni significativament inferiors als de la dieta FM, i similars als de la dieta VEG (Taula 26).
En canvi, els CDAs de la proteina no van variar significativament entre dietes. En comparacio

amb la dieta FM, el CDA del fosfor de les dietes GLU i VEG es va reduir un 38%.

Taula 26. Coeficients de digestibilitat aparent (CDA) i ingestes de matéria seca, proteina, carboni i fosfor

digeribles en els diferents grups d'orades.

FM VEG GLU P

Coeficients de digestibilitat aparent (CDA. %)

Materia seca 67.22 +1.79° 56.41 +1.31° 51.98 +1.24° 0.001
Proteina 78.09 £ 3.20 84.13+2.41 82.57 +1.37 NS
Carboni 79.94 + 1.49° 68.51 + 2.90° 62.83+1.79° 0.005
Fosfor 50.94 + 2.24° 37.23+2.72° 36.71+2.77° 0.013
Ingesta digerible (g/Kg peix dia)
Materia seca 14.25 +0.26° 12.20+0.26° 12.44 +0.37° 0.010
Proteina 8.30 £ 0.24° 9.12 +0.47%® 9.89 +0.27° 0.047
Carboni 8.13 +0.08 7.50 + 0.50 7.54+0.24 NS
Fosfor 0.186 + 0.007° 0.082 + 0.007° 0.088 +0.008”  <0.001
Perdues fecals (g/Kg peix dia)
Materia seca 6.96 + 0.44° 9.45 + 0.46" 11.50 + 0.44° 0.001
Proteina 2.34+0.39 1.71+0.21 2.08 +0.15 NS
Carboni 2.04+0.17° 3.38+0.25" 4.47 £0.26° 0.006
Fosfor 0.179 + 0.009° 0.138 + 0.006" 0.152 +0.005®°  0.014

Els valors de cada grup experimental s'expressen com a mitjanes + errors estandards de la mitjana (n=3). Els
asteriscs indiquen diferéncies significatives respecte el grup Control (*, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001). Les
significancies en I'ANOVA de dues vies sén indicades amb creus (t, p<0.05; 1, p<0.001; t11, p<0.0001; NS, no

significatiu). Lletres diferents indiquen diferencies significatives entre grups alimentats amb dieta vegetal (p<0.05).

La ingesta de mateéria seca i carboni digeribles van ser similars en els tres grups d'orades.

En canvi, la ingesta de proteina digerible va ser superior en les orades alimentades amb dieta
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GLU que en les alimentades amb la dieta FM. La ingesta de fosfor digerible en el grup amb

dieta FM va ser més de dues vegades superior que la dels grups amb les dietes VEG o GLU.

Les pérdues de materia seca i carboni a través de les femtes foren majors en les orades
alimentades amb la dieta GLU que en les alimentades amb la dieta VEG. Aquestes darreres, al
seu torn, excretaren més mateéria seca i carboni que les alimentades amb la dieta FM. D'altra
banda, les orades alimentades amb la dieta FM presentaren perdues fecals de fosfor majors
que les alimentades amb la dieta VEG, pero similars a les alimentades amb la dieta GLU. No

s'observaren diferencies significatives en relacié a I'excrecié de proteines amb les femtes.

4.3.2.3. Metabolits en serum i fetge

6 hores després de la darrera ingesta, la glicemia i els triglicerids en serum i fetge de les
orades alimentades amb la dieta FM foren superiors als dels grups alimentats amb les dietes
VEG o GLU, 1.7 i 1.9 vegades superior en el cas de la glucemia, 2.1 i 1.8 vegades en el dels
triglicérids serics, 3.1 i 2.6 vegades en el dels triglicérids hepatics, respectivament (Figura 31). A
les 24 hores, tant la glucéemia com els triglicérids serics i hepatics havien disminuit
significativament en els tres grups d'orades. El grup alimentat amb dieta FM va continuar
mostrant els valors de glucémia i triglicerids en sérum i fetge més elevats, tot i que, en el cas
de la glucémia, les diferéncies amb els grups VEG i GLU es van reduir a la meitat. Els nivells de
glicogen hepatic no van variar amb el temps i foren 2.7 i 3.4 vegades superiors amb la dieta FM
que amb les dietes VEG i GLU, respectivament. A les 6 hores, el glutamat lliure hepatic va ser
significativament superior en el grup VEG que en el grup GLU, i similar a la del grup FM.
Posteriorment, la concentracid de glutamat va augmentar en el grup FM i va disminuir en els
grups VEG i GLU. D'aquesta manera, a les 24 hores, el fetge de les orades alimentades amb
dieta VEG presentaren més glutamat lliure que les alimentades amb dieta GLU, i aquestes

darreres més que les alimentades amb dieta FM.
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Figura 31. Glucosa en sérum, de triglicérids (TGs) en serum i fetge, i de glicogen i glutamat lliure en el fetge dels
diferents grups experimentals. Les barres negres representen el valor mitja (n=8) a les 6 hores postprandials i les
blanques el valor mitja a les 24 hores. Les barres d'error representen I'error estandard de la mitjana de cada grup
d'orades. Els asteriscs sobre les barres indiquen diferéncies significatives entre les 6 i les 24h (*, p<0.05; **, p<0.001;
**% p<0.0001). Lletres majuscules i minuscules diferents indiquen diferencies significatives (p<0.05) entre mitjanes a

les 6 i les 24 hores, respectivament.

4.3.2.4. Activitats dels enzims del metabolisme intermediari

A les 6 hores postprandials, els fetges de les orades alimentades amb les dietes FM o
GLU van mostrar, respectivament, una activitat GK 2.4 i 2.8 vegades major a la de les orades
alimentades amb la dieta VEG (Figura 32). Després de 24 hores, I'activitat GK s'havia reduit en
tots tres grups, 6.7 i 7.8 vegades en els grups FM i GLU, respectivament; 3.3 vegades en el grup
VEG. Consegilientment, es deixaren d'observar diferéncies d'activitat GK entre grups. De
manera similar a la GK, I'activitat PFK-1 a les 6 hores va ser major en els grups FM i GLU que en

el grup VEG. En canvi, a diferéncia de la GK, I'activitat PFK no va canviar amb el temps, per
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tant, a les 24 hores es mantenien les mateixes diferéncies entre grups. A les 6 hores, I'activitat
PK en el grup FM va ser 1.6 i 1.5 vegades superior a la dels grups VEG i GLU, respectivament. A
les 24 hores, degut a la davallada de I'activitat PK en els grups VEG i GLU, les diferencies

d'activitat respecte al grup FM s'ampliaren a 2.4 i 2.5 vegades, respectivament.

Pel que fa a l'activitat gluconeogeénica, 6 hores després de la darrera ingesta, I'activitat
FBPasa en les orades alimentades amb dieta FM va ser 1.2 i 1.3 vegades superior a la de les
alimentades amb les dietes VEG i GLU, respectivament. A les 24 hores, |'activitat FBPasa del

grup FM fou similar a la del grup VEG, pero continua sent superior a la del grup GLU.
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Figura 32. Activitat de la glucoquinasa (GK), la fosfofructoquinasa-1 (PFK-1), la piruvat quinasa (PK) i la fructosa
bifosfatasa-1 (FBPasa) en el fetge dels diferents grups experimentals. Les barres negres representen el valor mitja
(n=8) a les 6 hores postprandials i les blanques el valor mitja a les 24 hores. Les barres d'error representen I'error
estandard de la mitjana de cada grup d'orades. Els asteriscs sobre les barres indiquen diferencies significatives entre
les 6 i les 24h (*, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001). Lletres majuscules i mindscules diferents indiquen diferéncies

significatives (p<0.05) entre mitjanes a les 6 i les 24 hores, respectivament.

A les 6 hores després de la ingesta, I'activitat G6PD i 6PGD en el fetge de les orades
alimentades amb dieta FM va ser entre 1.3 i 1.5 vegades superiors a la de les alimentades amb
dieta VEG o GLU (Figura 33). A les 24 hores, l'activitat de tots dos enzims havia disminuit

significativament en tots els grups, pero les diferéncies entre grups d'orades es mantingueren.
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Figura 33. Activitat de la glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (G6PD) i la 6-fosfogluconat deshidrogenasa (6PGD) en el
fetge dels diferents grups experimentals. Les barres negres representen el valor mitja (n=8) a les 6 hores
postprandials i les blanques el valor mitja a les 24 hores. Les barres d'error representen |'error estandard de la
mitjana de cada grup d'orades. Els asteriscs sobre les barres indiquen diferéncies significatives entre les 6 i les 24h (*,
p<0.05; **, p<0.001; *** p<0.0001). Lletres majuscules i minuscules diferents indiquen diferéncies significatives

(p<0.05) entre mitjanes a les 6 i les 24 hores, respectivament.

Les orades alimentades amb les dietes FM o VEG presentaren activitats ALT similars a les
6 i a les 24 hores (Figura 34). La inclusié de glutamat, malgrat no afectar I'activitat ALT a les 6
hores, va reduir significativament l'activitat a les 24 hores, assolint-se valors 1.8 vegades
inferiors als de la resta de grups. A les 6 hores postprandials, I'activitat AST en els grups VEG o
GLU va ser 2 vegades major que en el grup FM. A les 24 hores, I'activitat AST s'havia reduit en
els grups amb dieta vegetal, especialment en el grup GLU. L'activitat AST del grup VEG
continua sent superior a la del grup FM (1.5 vegades), no obstant, I'activitat AST en el grup GLU
va passar a ser 1.5 i 2.2 vegades inferior a la dels grups FM i VEG, respectivament. L'activitat
GDH en ambdues direccions (reduccié i oxidacid) va augmentar entre les 6 i les 24 hores
postprandials. Tant a les 6 com a les 24 hores, |'activitat GDHred va ser superior en les orades
alimentades amb dieta vegetal, ampliant-se les diferéncies amb el temps, d’1.7-1.9 vegades a
les 6 hores, a 2.3-2.4 vegades a les 24 hores. A les 6h, I'activitat GDHox de les orades del grup
FM va ser inferior a la dels grups VEG i GLU. A les 24 hores, en canvi, les orades alimentades

amb la dieta VEG van mostrar activitats 1.5 vegades superiors a les de la resta.
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Figura 34. Activitat de I'alanina aminotransferasa (ALT), l'aspartat aminotransferasa (AST) i la glutamat

deshidrogenasa en la direcci6 de reduccié (GDHred) i oxidacié (GDHox) en el fetge dels diferents grups experimentals.
Les barres negres representen el valor mitja (n=8) a les 6 hores postprandials i les blanques el valor mitja a les 24
hores. Les barres d'error representen I'error estandard de la mitjana de cada grup d'orades. Els asteriscs sobre les
barres indiquen diferéncies significatives entre les 6 i les 24h (*, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001). Lletres
majuscules i mindscules diferents indiquen diferéncies significatives (p<0.05) entre mitjanes a les 6 i les 24 hores,

respectivament.

4.3.3. Discussio

4.3.3.1. Efectes del glutamat sobre el creixement, la ingesta i la retencid proteica

La substitucié de farina de peix de la dieta per fonts de proteina vegetal va resultar en
un descens del creixement i I'eficiencia alimentaria dels juvenils d'orada. Malgrat aixo, la
suplementacio d'un 4% de glutamat en dieta a base de proteina vegetal aconsegui restaurar
parcialment la taxa de creixement dels peixos. Prenent en consideracid les reduccions del
creixement comunament observades en orades alimentades amb més d'un 75% de proteina
vegetal (Gomez-Requeni et al.,, 2004; Kissil et al., 2000; Sanchez-Lozano et al., 2009; Sitja-
Bobadilla et al., 2005), els nostres resultats assenyalarien al glutamat com a additiu alimentari
avantatjos per a orades alimentades majoritariament amb proteina vegetal. Els ingredients
vegetals acostumen a contenir alts nivells de glutamat, tal i com es pot comprovar en els
perfils d'aminoacids de les dietes emprades al llarg d'aquesta tesi. Aquest seria el principal

motiu pel qual no es troben antecedents de suplementacié de glutamat en dietes a base

166



d'ingredients vegetals per a peixos. No obstant, la major part del glutamat als ingredients
vegetals no es troba en forma lliure, sind formant part de proteines. Per contra, la farina de
peix, tot i contenir nivells més moderats de glutamat, presenta una major proporcié en estat
lliure (Li et al., 2011). Les possibles implicacions d'aquest fet foren considerades per Aksnes et
al. (2006), Kousoulaki et al. (2009) i Kousoulaki et al. (2012) quan estudiaren els beneficis de
complementar dietes vegetals per a salmonids amb diferents fraccions hidrosolubles de la

farina de peix.

En comparacié amb l'experiment de I'Apartat 4.1, la inclusié de glutamat es mostra més
efectiva en la millora del creixement de les orades. Convé recordar que, malgrat compartir el

mateix objectiu, tots dos experiments van ser dissenyats seguint criteris diferents.

En primer lloc, les dietes de I'experiment de I'Apartat 4.1 foren formulades a base de
farina de peix, mentre que en el present experiment el 90% de la proteina de la dieta tenia
origen vegetal. D'acord amb els experiments de I'Apartat 4.2, la substitucié de la farina de peix
per proteina vegetal incrementaria la taxa de sintesi i oxidacié de glutamat al fetge de les
orades. L'elevada taxa de recanvi ha estat atribuida a una major demanda d’energia i,
possiblement, també de glutatié per a combatre l'estres oxidatiu induit per l'intens ritme
metabolic. La suplementacié d'un 4% de glutamat podria haver contribuit a suplir aquestes
demandes. Qiyou et al. (2011) observaren que la complementacié amb glutamina d'una dieta
formulada amb parts iguals de farina de peix i de soja va millorar la capacitat antioxidant de
I'intesti de juvenils d'hibrid d'esturid (Acipenser schrenckii x Huso dauricus). Aixi mateix, la
suplementacié de glutatiéo en dieta amb un alt contingut de proteina vegetal ha demostrat

millorar el creixement de Ctenopharyngodon idellus (Yuan et al., 2015).

En segon lloc, al contrari que a l'experiment de I'Apartat 4.1, les orades en aquest
experiment van ser alimentades ad libitum. Tal i com es va hipotetitzar a I'anterior experiment,
el suplement de glutamat va estimular la ingesta de pinso. El glutamat i altres aminoacids en
estat lliure son reconeguts estimuladors de la ingesta en peixos (Kasumyan i Dgving, 2003; Li et
al., 2009b). Tenint en compte que la FCR no diferi significativament entre grups d'orades
alimentades amb dieta vegetal, I'augment de la ingesta seria, a priori, la causa més probable
de la millora del creixement per part del suplement de glutamat. No obstant, si es pren en
consideracio els resultats d'ingesta digerible, I'intesti de les orades alimentades amb dieta GLU
absorbi una major quantitat de proteina crua, perdo no d'altres nutrients. Aixi mateix,

I'augment de la ingesta de proteina digerible va ser significatiu en comparacié amb les orades
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alimentades amb la dieta FM, perd no en comparacié a les orades alimentades amb ['altra
dieta vegetal (dieta VEG). Per tant, la suplementacié de glutamat no només va incrementar
I'absorcié de proteina, sind també I'Us d'aquesta per a créixer, tal i com demostren els valors

de retencio de proteina.

4.3.3.2. Efectes de la inclusid de proteina vegetal i glutamat sobre la digestibilitat de la dieta

La suplementacid de glutamina i glutamat ha mostrat millorar la capacitat digestiva de
porcs i peixos en incrementar la superficie absortiva de I'intesti (Cabrera et al., 2013; Cheng et
al., 2011; Cheng et al., 2012; Pohlenz et al., 2012; Qiyou et al., 2011; Rezaei et al., 2013; Wu et
al., 2011; Yan i Qiu-Zhou, 2006). En el present experiment, pero, la inclusié de glutamat en una
dieta amb un 90% de proteina vegetal no va millorar la digestibilitat aparent de cap dels
nutrients analitzats. Igual com en els experiments de I'Apartat 4.2, la substitucié de la farina de
peix per alternatives vegetals va resultar en I'empobriment de la digestibilitat de la dieta. A
conseqliencia d'aix0, les orades alimentades amb la dieta FM varen ingerir una major quantitat
de materia seca digerible. Aixi mateix, cal assenyalar dos aspectes importants sobre la
naturalesa d'aquesta matéria seca absorbida. El primer, que les dietes aqui emprades foren
formulades de forma similar a les de I'anterior capitol. El segon, que mentre la digestibilitat de
la materia seca i el carboni disminuiren en substituir la farina de peix, la digestibilitat de la
proteina de la dieta resta inalterada. Per tant, d'igual manera que a |'Apartat 4.2, la menor
ingesta de matéria seca digerible en les orades alimentades amb dieta vegetal seria atribuible
a la menor proporcié de midé i al major contingut de fibra alimentaria d'aquestes dietes. Tal i
com s'ha anat explicant al llarg de la tesi, el concentrat proteic de soja és pobre en midé pero
ric en altres polisacarids poc o gens digeribles, els quals s'uneixen a greixos i en dificulten la

digestid (Francis et al., 2001; Gatlin et al., 2007).

El fosfor representa una minima part del total de les dietes, concretament un 1% en les
dietes vegetals i un 1.7% en la dieta FM. No obstant, una ingesta deficient de fosfor limita el
creixement, redueix I'eficiencia alimentaria i empobreix la mineralitzacié dels ossos dels peixos
(Lall, 1991; Lall, 2002). Per tant, resulta especialment destacable la reduccié de la digestibilitat
del fosfor observada a les dietes VEG i GLU. La dieta FM no només contenia més fosfor, sind
que aquest era, a més a més, més facil d'assimilar que el present a les dues dietes vegetals.
Malgrat el suplement d'hidrogenfosfat de calci, gran part del fosfor a les dietes VEG i GLU hi
seria present en forma d'acid fitic de baix o nul valor nutricional. A conseqliencia d'aixo, les
orades alimentades amb la dieta FM van ingerir diariament el doble de fosfor digerible que les

alimentades amb dieta vegetal. El baix contingut en fosfor assimilable dels ingredients vegetals
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és una de les majors limitacions d'aquests productes com alternatives de la farina de peix
(Gatlin et al., 2007). D'acord amb les estimacions de Pimentel-Rodrigues i Oliva-Teles (2001),
les orades requereixen un 0.75% de fosfor a la dieta. No obstant, aquestes estimacions foren
realitzades mitjancant dietes a base de proteina purificada (caseina, gelatina) amb diferents
graus d'inclusié d'hidrogenfosfat de calci. En no haver considerat la digestibilitat del fosfor en
aquestes dietes, aquesta estimacio resulta dificilment extrapolable a aquest experiment. Per a
un altre esparid, el Sparus macrocephalus, Shao et al. (2008) si va considerar aquest factor i va
estimar un requeriment de fosfor digerible en dieta del 0.55%. Segons els resultats de
composicio i de digestibilitat aparent, en aquest experiment, la dieta FM contindria un 0.88%
de fosfor digerible, mentre que a les dietes VEG i GLU, aquest percentatge es reduiria a un

0.37%.

4.3.3.3. Efectes de la inclusid de proteina vegetal i glutamat en dieta sobre la composicid

gquimica de les orades

La conseqiiéncia més evident de la reduccié de la ingesta de glucids, greixos i fosfor
digeribles seria la reduccid del creixement de les orades. No obstant, les diferéncies d'absorcio
d'aquests nutrients podrien també explicar els canvis en la composicié corporal de les orades.
En aquest sentit, i novament seguint el mateix patrd observat a I'Apartat 4.2, les orades
alimentades amb la dieta FM presentaren majors reserves de greix que les alimentades amb
proteina vegetal. En consonancia amb aix0, els nivells serics i hepatics de triglicerids en
aquestes orades foren significativament superiors als dels grups alimentats amb les dietes VEG
i GLU. Considerant que totes tres dietes varen ser formulades amb el mateix contingut de
greix, la major deposicié de greix podria haver estat resultat de la major proporcié de midd a la
dieta FM. Fernandez et al. (2007) observaren que el percentatge de greix al cos dels juvenils
d'orada va augmentar proporcionalment al contingut de midé de la dieta. No es poden
descartar, pero, possibles alteracions en I'absorcié dels greixos ingerits i en el metabolisme

lipidic a les orades alimentades amb les dietes VEG i GLU.

A diferéncia de I'experiment de I'Apartat 4.1, i tal com s'ha discutit al paragraf anterior,
la inclusid de glutamat en aquest experiment no va resultar en una major acumulacié de
greixos. Per contra, tal i com suggereix I'augment de la proporcié de proteina corporal, la
promocié del creixement per part del suplement de glutamat derivaria principalment de
['augment de massa muscular en les orades, la qual cosa és coherent amb la millora parcial de

la retencid de proteina.
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4.3.3.4. Efectes de la inclusié de proteina vegetal i glutamat en dieta sobre el metabolisme de

la glucosa i els aminoacids en el fetge de les orades

El major contingut de midé de la dieta FM, el doble respecte de les dietes VEG i GLU, va
qguedar reflectit en valors de glicemia a les 6 hores postprandials dos cops superiors als de les
orades alimentades amb dieta vegetal. Transcorregudes 24 hores, els nivells glucémics havien
disminuit en els tres grups d'orades. El descens de la glicemia més intens, pero, es va observar
en el grup FM, la qual cosa evidencia capacitat d'adaptacié del metabolisme de |'orada al
contingut de carbohidrats de la dieta, com ja s’havia observat en treballs d'altres autors (Enes
et al., 2009; Fernandez et al.,, 2007; Metdn et al., 1999) i als experiments de I'Apartat 4.2
d'aquesta tesi. També en conformitat amb altres experiments de la tesi i amb I'estudi de
Metdn et al. (1999), en ser alimentades amb una major quantitat de midé, les orades del grup
FM presentaren majors reserves hepatiques de glucogen, concretament, més de dos cops

superiors a les observades en les orades dels grups VEG i GLU.

Malgrat les diferéncies de contingut de midé entre dietes, els resultats del present
experiment permeten identificar efectes especifics del glutamat en el metabolisme de la
glucosa. A les 6 hores després de la ingesta, la inclusié de glutamat a la dieta va resultar en un
increment de les activitats GK i PFK-1 fins a valors similars als de les orades alimentades amb la
dieta FM. També s'evidencia una major activitat PK a les 6 hores, perd en aquest cas només en
relaciéd al grup alimentat amb la dieta VEG. De fet, els valors d'activitat PK més elevats
s'observen a les orades del grup FM, la qual cosa fa palesa una major activitat glucolitica, i aixo
s'ajusta al contingut de midd de la dieta. Com a |'experiment de I'Apartat 4.1, el glutamat va
promoure una major activitat glucolitica al fetge de les orades. Un increment d'activitat que no
s'ajustaria al contingut de midd de la dieta. En linia amb aix0, a I'experiment de I'Apartat 4.1,
I'alimentacié amb un suplement del 4% de glutamat va resultar en una activitat GK similar a la
de les orades alimentades amb un 4% més de midd. D'altra banda, I'elevada activitat
glucolitica a les orades del grup GLU tampoc respondria a una major assimilacié de glicids a
partir de la ingesta, atés que presentaren valors d’ingesta de matéria seca i carboni digeribles
similars a les del grup VEG, a més de nivells glucemics baixos en relacié als de les orades del
grup FM. De la mateixa manera, a l'experiment de I'Apartat 4.1, tots els grups d'orades van

ingerir quantitats similars de pinso.

Al cap de 24 hores, |'activitat GK havia caigut fins a nivells basals similars en els tres

grups d'orades. La GK ha demostrat ser un enzim funcional en peixos, en tant que la seva
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expressid genica es modula en funcié de la ingesta de carbohidrats (Enes et al., 2009). A
Caseras et al. (2000) I'expressié i I'activitat de la GK al fetge d'orades va descriure un cicle de
24 hores amb valors maxims entre les 6 i les 8 hores postprandials, i un retorn als nivells basals
a partir de les 10 hores. A diferéncia de la GK, I'activitat PFK-1 no va canviar al llarg de 24 hores
a cap dels tres grups d'orades. Aquest estat estacionari és compartit per I'activitat FBPasa al
fetge de les orades, la qual cosa és coherent amb el fet que ambdds enzims son controlats pel
mateix efector al-lostéric, la fructosa-2,6-difosfat (Mediavilla et al., 2008). D'acord amb les
tendéncies observades en les activitats PFK-1 i FBPasa, experiments previs amb orada
demostraren que el nivells de fructosa-2,6-difosfat en fetge restaven inalterats durant 24
hores de deju (Garcia De Frutos et al., 1991; Garcia de Frutos et al., 1990). Igual que a les 6
hores, l'activitat PK a les 24 hores reflecteix, com no ho fan la GK i la PFK-1, el major ritme
d'oxidacié de glucosa en el fetge de les orades alimentades amb farina de peix respecte de les
alimentades amb ingredients vegetals. Alhora, cal afegir que, a les orades del grup FM
I'activitat PK no varia significativament entre les 6 i les 24 hores postprandials. En canvi, a les
orades alimentades amb dieta vegetal s'observa una davallada significativa de I'activitat PK a
les 24 hores. Aquests resultats suggereixen que, a les orades alimentades amb les dietes VEG i
GLU, part dels metabolits intermediaris de la glucolisi es canalitzaren cap a altres vies
metaboliques i no arribaren a metabolitzar-se en piruvat. D'acord amb aquest suposit, la
magnitud de I'activacid dels enzims glucolitics per part del glutamat sembla reduir-se en
avancar per la via glucolitica. Respecte a les orades del grup VEG, |'activitat GK al fetge de les
orades del grup GLU augmenta 2.8 vegades a les 6 hores; |'activitat PFK-1, 1.3 vegades a les 6 i
24 hores; l'activitat PK, 1.1 vegades a les 6 hores. Tipicament, les activitats PK i PFK-1 han
demostrat augmentar de forma conjunta amb el contingut de carbohidrats de la dieta (Enes et
al., 2009; Fernandez et al., 2007; Meton et al.,, 1999). De fet, el producte de la reaccid
catalitzada per la PFK-1, la fructosa-1,6-difosfat, és un activador al-lostéric de la PK (Yamada i

Noguchi, 1999).

En peixos, els aminoacids han demostrat jugar un paper clau en la regulacié del
metabolisme intermediari dels peixos (Li et al., 2009a). A |'Apartat 4.1, la promocid de la
glucolisi per part del suplement de glutamat va ser atribuida al seu paper en I'activacié de la
via mTOR (Durdn i Hall, 2012; Fumarola et al.,, 2005; Wu et al.,, 2013) i en l'activitat
insulinotropica dels aminoacids en peixos (Andoh, 2007). En el present experiment, tant
I'augment de les activitats GK i PFK-1, com el descens de |'activitat FBPasa sén congruents amb
els efectes de la insulina en peixos descrits a Caruso i Sheridan (2011). Ara bé, a diferencia de

I'experiment de ['Apartat 4.1, la inclusié de glutamat a la dieta va reduir les reserves de
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glicogen hepatic. Per una banda, una menor glicogénesi implicaria un increment de glucosa
disponible per a una via glucolitica més activa, la qual no compta, a priori, d'una font dietetica
de glucosa adequada. D'una altra banda, aquest patrd no coincidiria amb els treballs revisats
per Caruso i Sheridan (2011), els quals sostenen que la insulina en peixos promou la sintesi de
glicogen. Tal i com recull Polakof et al. (2012), la promocié de la glicogenesi és el patrd
comunament observat en assajos in vitro amb hepatocits de peixos. No obstant, segons recull
també Polakof et al. (2012), els experiments in vivo mostren una major tendéncia cap a la
disminucié del glicogen hepatic. Els efectes de la insulina en el metabolisme intermediari dels
peixos sén encara avui dia poc concloents, inclis contradictoris, especialment pel que fa al
metabolisme de la glucosa. Aquesta inconsistencia ha estat atribuida a que l'activitat de la
insulina podria estar subjecte a I'estat nutricional del peix (Enes et al., 2009; Polakof et al.,
2012). En aquest sentit, probablement la substitucié de la farina de peix per ingredients
vegetals afectaria I'accid de la insulina en el metabolisme hepatic dels peixos. Tot i que encara
son escassos els estudis sobre els efectes dels ingredients vegetals sobre I'excrecié i la
sensibilitat a la insulina en peixos, en fetge de truita irisada ha estat detectada la reduccio de
I'expressido d'un substrat receptor d'insulina (en angles, Insulin Receptor Substrate o IRS)

(Panserat et al., 2009).

La inclusié de glutamat no va influir sobre les activitats G6PD i la 6PGD, ni va promoure
I'acumulacié de greixos somatics, tal i com va fer a I'experiment de I'Apartat 4.1. La insulina en
peixos s'associa normalment a I'acumulacid de greix somatic a conseqiiéncia de la reduccié de
la lipolisi i I'augment de la lipogenesi (Caruso i Sheridan, 2011). No obstant, com és ben sabut,
per a sintesi de lipids es precisa de la provisié de cofactors NADPH, procedents principalment
de I'oxidacié de glucosa 6-fosfat a través de la via de la pentosa fosfat (Wamelink et al., 2008).
D'aqueta manera, l'activitat G6PD i 6PGD, aixi com la deposicié de greix al cos de les orades
augmenten proporcionalment a la relacié carbohidrats/proteina de la dieta (Fernandez et al.,
2007). La disponibilitat de glucosa procedent de la dieta sembla ser el motiu pel qual, per una
banda, el grup FM exhibis les majors activitats G6PD i 6PGD i la major proporcié de greixos; i
per una altra banda, que la inclusié de glutamat no alterés cap d'aquests parametres, ates el

limitat subministrament de glucosa exogena.

Cal ressaltar també el descens a les 24 hores de I'activitat G6PD i 6PGD al fetge de les
orades del grup FM. Pel que fa a aquest fet, en fetge de truita irisada, I'expressié de gens
involucrats en la lipogenesi ha demostrat incrementar-se després de la ingesta i reduir-se

hores més tard (Mennigen et al., 2012). A les orades dels grups VEG i GLU no es varen observar
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canvis significatius en les activitats G6PD i 6PGD, probablement a causa del baix contingut de

midd de la dieta.

Tal i com va exposar Bafiuelos-Vargas et al. (2014), i s'ha assenyalat en els experiments
de I'Apartat 4.2, l'activitat de la G6PD i la 6PGD en orades alimentades amb ingredients
vegetals estaria dirigida en gran mesura cap al manteniment del potencial redox dels
hepatocits i la sintesi de colesterol, en comptes de cap a la biosintesi d'acids grassos. Segons
els valors d'activitat G6PD i 6PGD obtinguts al present experiment, la suplementacié de
glutamat no va promoure la lipogenesi, ni va alleugerir el possible estrés oxidatiu o la possible
afectacié del metabolisme del colesterol. La complementacié de la dieta amb un 4% de
glutamat no va incrementar la concentracié de glutamat lliure al fetge de les orades, el qual
podria ser emprat en la sintesi de glutatié (Brosnan i Brosnan, 2013). El suplement de glutamat
tampoc va alterar I'activitat GDHred en relacid a I'observada a les orades alimentades amb la
dieta VEG. D'igual manera que a |I'Apartat 4.2, la substitucié de la farina de peix per proteina
vegetal va derivar en una major activitat GDHred, malgrat el major contingut de glutamat
d'agquestes dietes. Aquest fet resulta coherent amb la hipotesi d'un requeriment de glutatio
imposat per un major estrés oxidatiu. No obstant, no es pot descartar que I'excés de glutamat
no hagués estat metabolitzat a l'intesti abans de poder arribar al torrent sanguini. L'intesti de
peixos i mamifers té el glutamat i la glutamina com a substrats energetics preferencials, per
sobre de la glucosa o altres aminoacids (Ando, 1988; Blachier et al., 2009; Burrin i Stoll, 2009;

Reeds et al., 2000).

Pel que fa al metabolisme aminoacidic, es varen observar tant tendencies comunes
entre grups, com diferencies substancials derivades de la substitucié de la farina de peix i la
inclusié de glutamat. L'activitat ALT al fetge de les orades alimentades amb les dietes FM i VEG
es va mantenir constant durant les 24 hores postprandials. Aixd contrasta amb |'augment
postprandial de I'activitat GDHox i s'ajusta amb |'estacionarietat de I'activitat FBPasa. Per tant,
el ritme de transaminacio d'alanina respondria en major mesura a la demanda de piruvat per a
sintesi de glucosa que no pas a requeriments energetics. D'altra banda, I'activitat AST va ser
superior a les orades alimentades amb dieta vegetal. Com a I'Apartat 4.2, aquest patré és

coherent amb el contingut de midé de la dieta, el qual era més elevat a la dieta FM.

A la vista de les activitats dels enzims del metabolisme aminoacidic, el metabolisme del
glutamat guanya rellevancia durant el periode postprandial. Independentment de Ia

substitucid de la farina de peix i la inclusi6 de glutamat, les activitats GDHred i GDHox
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augmentaren conjuntament al llarg de les 24 hores posteriors a la darrera ingesta. No obstant
aixo, els nivells de glutamat lliure al fetge de les orades suggereixen diferencies entre dietes
pel que fa al balang entre produccid/oxidacié de I'aminoacid. Aixi doncs, al fetge de les orades
del grup FM es va observar una lleugera reduccié dels nivells hepatics de glutamat en 24 hores.
Al fetge de les orades dels grups VEG i GLU, per contra, els nivells de glutamat augmentaren.
Igual que les activitats GDHred i GDHox, les concentracions de glutamat lliure al fetge de les
orades alimentades amb proteina vegetal indiquen com d'elevada és llur demanda metabdlica,
i com aquesta augmenta al llarg de 24 hores postprandials. Com ha estat discutit en reiterades
ocasions al llarg de la tesi, a fi de contrarestar les deficieéncies nutricionals dels ingredients
vegetals el metabolisme hepatic de les orades incorreria en una major despesa de recursos

metabolics.

La inclusié de glutamat a la dieta va resultar en una menor activitat AST a les 24 hores
postprandials. Aixi mateix, I'activitat ALT i GDHox també va ser inhibida en relacié a les orades
del grup VEG i es va equiparar a l'observada a les del grup FM. Aquests resultats evidencien
que el suplement de glutamat va alleugerir la dependéencia energetica de I'orada envers el
catabolisme dels aminoacids, la qual cosa és coherent amb la promocié de via glucolitica.
Aquest canvi d'orientacid del metabolisme hepatic podria resultar en |'estalvi de proteina
dietética, la qual podria ser emprada en la formacid de nou teixit i en un major creixement de
I'animal. Coincidint amb aquest raonament, les orades del grup GLU exhibiren un major
creixement respecte de les del grup VEG i una retencié de proteina més propera a I'observada
en el grup FM. Aquest resultats reprodueixen els obtinguts a I'experiment de I'Apartat 4.1 i,
per tant, demostren els beneficis potencials de la suplementacié amb glutamat per a

optimitzar el valor nutricional de la proteina i els carbohidrats de les dietes per a orada.
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CONCLUSIONS

En orades (Sparus aurata) alimentades a base de farina de peix, el glutamat i la
glutamina sén més eficagos que el midd en la millora de I'is de la proteina

ingerida per al creixement.

A les orades alimentades amb un suplement d'un 4% de glutamina, I'augment
de I'activitat GDHox i de la retencid proteica ens indica que I'oxidacié de I'excés

de glutamina podria reduir I'Us d'altres aminoacids com a substrat energetic.

En incloure un 4% de glutamat a una dieta amb farina de peix i un 10% de midé,
incrementa I'activitat i I'expressié génica de la GK al fetge de les orades. La
major taxa de fosforilaciéd de glucosa contribueix a I'augment de la sintesi de

glucogen i la produccié de NAPDH per a la lipogenesi.

En orades alimentades amb dieta formulada amb proteina majoritariament
d'origen vegetal (el 90% de la proteina) i un 7% de midd, la suplementacié d'un
4% de glutamat incrementa l'activitat GK en fetge, independentment de la baixa
disponibilitat de carbohidrats digeribles a la dieta. No obstant, les reserves de

glucogen sén reduides en incloure glutamat a la dieta.

Independentment de la font principal de proteina, I'addicié de glutamat millora
la retencidé proteica en promoure |'oxidacid de glucosa. Els nostres resultats
suggereixen que la suplementacié de glutamat podria facilitar la substitucié de

proteina per carbohidrats en dietes per a orades.

La inclusié d'un 4% de glutamat en la dieta a base de proteina vegetal millora el
creixement en orades mitjangant I'estimulacié de la ingesta i I'augment de Ila

retencié proteica.

Els nostres resultats de creixement i eficiencia alimentaria assenyalen a la
taurina com a nutrient essencial en dietes amb elevada substitucié de farina de
peix per proteina d'origen vegetal. En base al creixement, orades alimentades
amb proteina majoritariament d'origen vegetal requereixen una inclusié de
taurina en la dieta d'entre el 0.52 i el 0.91%. En base a I'eficiéncia alimentaria,

aquest requeriment seria del 0.93%.
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10.

11.

12.

13.

14.

La suplementacié d'un 1% de taurina millora el creixement d'orades alimentades
amb proteina majoritariament o exclusivament d'origen vegetal. L'increment del
creixement deriva de l'estimulacié de la ingesta de pinso i la millora de

I'eficiéncia alimentaria (FCR).

La taurina millora la digestibilitat del fosfor de les dietes vegetals i la ingesta de
fosfor digerible per part de les orades. La pobra assimilacié de fosfor és una de

les principals causes del baix rendiment nutricional de les dietes vegetals.

La taurina incrementa l'activitat GK al fetge de les orades alimentades amb
dietes vegetals, alhora que disminueix la glucémia. El suplement de taurina
redueix |'activitat PFK-1 i no mostra efectes sobre I'activitat PK. Aixi, la glucosa

fosforilada per a la GK seria destinada a suplir altres demandes metaboliques.

La inclusié de taurina incrementa l'activitat FBPasa al fetge de les orades
alimentades amb proteina vegetal. L'activitat FBPasa indica una regulacié a l'alca
de la via gluconeogeénica, efecte que es nodriria de l'augment de la

transaminacié d'alanina i aspartat resultant de la suplementacio de taurina.

La suplementacié d'un 1% de taurina incrementa la retencié proteica a les
orades alimentades amb proteina vegetal, no obstant, només es tradueix en
I'augment de la proporcié de proteina corporal en ser inclosa en dieta amb un

90% de proteina vegetal.

No s'observen efectes sobre la digestibilitat de la matéria seca i del carboni en
incloure taurina en dieta amb proteina majoritariament vegetal. En canvi, en
dieta amb proteina exclusivament vegetal, la taurina exerceix efectes
contraposats segons la proporcid d'aquesta proteina aportada pel concentrat
proteic de soja. La digestibilitat de la matéria seca i del carboni disminueix en el
cas de les dietes formulades Unicament amb concentrat proteic de soja. Per
contra, augmenta en aquelles formulades en base a una mescla de proteines
vegetals. Aixi, sembla recomanable utilitzar mescles d'ingredients a I'hora de

substituir la farina de peix.

La taurina promou la lipolisi en orada. La magnitud d'aquest efecte és

condicionat pel grau de substitucid de farina de peix a la dieta. En dieta
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15.

16.

17.

18.

formulada amb proteina exclusivament d'origen vegetal, un 1% de taurina
redueix la proporcio de greix corporal i els nivells de triglicerids en serum i fetge.
En dieta formulada amb proteina majoritariament d'origen vegetal, aquests

efectes no s'observen fins que no s'afegeix un 2% de taurina.

La taurina afecta a I'activitat G6PD i 6PGD de diferent manera segons el nivell de
substitucid de farina de peix. Redueix I'activitat en incloure-la en dieta amb el
90% de la proteina d'origen vegetal, i I'augmenta en afegir-la en dieta amb el
100%. Les activitats d'ambdds enzims no mostren vinculaci6 amb el
metabolisme lipidic. Per tant, la modulacié de I'activitat G6PD i 6PGD al fetge de
les orades respondria a la necessitat de NADPH per a altres funcions

fisiologiques.

La preséncia d'un 7% de farina de peix a la dieta suposa un major creixement de
les orades en estimular la ingesta i augmentar la retencié proteica. Alhora, la
presencia de farina de peix accentua els efectes beneficiosos de la taurina sobre
el creixement, la FCR i la retencié proteica. La inclusié d'un 7% de farina de peix

no aconsegueix millorar la digestibilitat de la dieta, pero si la ingesta.

La inclusié d'un 6.5-6.6% d'hidrolitzat de proteina de soja afavoreix la
digestibilitat de la matéria seca, la proteina i el carboni de la dieta. La major
absorcié de nutrients contribueix a la millora de la FCR i, per tant, a un major

creixement de les orades.

Malgrat que la taurina i I'hidrolitzat de soja milloren notablement el creixement
de les orades, cap dels dos és capac d'equiparar el valor nutricional de les dietes
vegetals al de la dieta control a base de farina de peix. La digestibilitat de la
dieta sembla ser un dels principals factors que limitaria I'adequacio de les dietes

vegetals als requeriments nutricionals de I'orada.
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7. ANNEX

Composicio dels ingredients utilitzats en la preparacié de les dietes experimentals.

Facilitada per I'empresa proveidora SPAROS Lda. (Portugal).

Soycomil FG Gluten de blat Gluten de blat de moro
Humitat 5.77 7.28 9.63
Proteina crua 67.68 84.31 57.60
Greix 0.68 1.65 1.60
Fibra 3.50 0 1.50
Midé 0 7.40 13.60
Cendres 0 0.90 1.80
Energia 20.60 22.30 19.00
Lys 3.20 1.44 0.90
Met+Cys 1.50 2.65 2.20
Fosfor total 0.72 0.11 0.49

Els valors es representen com a percentatge de pes fresc.
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Fitxa técnica del concentrat proteic de soja utilitzat per a la preparacio de les dietes

experimentals. Facilitada per SPAROS Lda. (Portugal).

Soycomil FG

7%

ADM

Soycomil FG is a high quality soy protein concentrate specially designed for the aquaculture industry.
The unique Soycomil production process makes the soy protein highly digestible by inactivating the anti-
nutritional factors and removing the soluble carbohydrates. Soycomil FG has no negative effect on faecal
dry matter content. The low ash and phosphorus content, the absence of hiogenic amines and the excellent
pelleting characteristics make Soycomil FG an ideal raw material for shrimp and salomid diets. Soycomil

FG is a finely ground powder.

Specification

Crude Protein (dry matter) 67%
Moisture 7%
Trypsin Inhibitor Activity 35mg/g
Antigen Activity (glycinin) 50 mg/kg
Entero’s <100cfu/g
Salmonella negative /25 g

Typical composition (as is)

Crude Protein 65%
Moisture 5%
Crude Ash 7%
Crude Fat 1%
Crude Fiber 4%
Nitrogen Free Extract:
Soluble 2%
Insoluble 16%
100%
PDI (in water) 5%
Trypsin Inhibitor Activity 3mg/g
Antigen Activity (glycinin) 20 mg / kg
TPC <50.000cfu/g

Particle size 99% < 75 Micron

Method of Analysis

Crude Protein NEN 3198 (72/199/EG, L179)

Moisture NEN 3754 (71/393/EG, L279)
Trypsin Inhibitor Activity NEN-EN-ISO 14902:2001
Antigens TNO Sandwich ELISA
Entero’s VRBG-agar medium ISO 7402
Salmonella ELISA

Packaging: 25 kg bags / 1,000 kg bags / bulk

Shelf life: 2 years after production date when stored
in a cool dry place

Storage:  Storage below 25°C and below 60% relative
humidity promotes longer shelf life
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Nutritional information Soycomil FG

Amino Acids

2/100 g protein
Lys 6.5
Met 1.4
Met&Cys 29
Thr 42
Tle 4.9
Trp 1.2
Arg 7.6
Phe 53
Val 52
His 2.8
Leu 8.0

% (as is)

4.23
0.91
1.89
2.73
3.19
0.78
494
3.45
3.38
1.82
5.20
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Minerals

Ca

P

Available P
K

Na

Mg

Cl

Fe
Zn

Cu (ng)
Heavy metals

mg/100 g

350
800
240
2200
11
335
100

15
3.5

1.2
<0.2

%

0.35
0.8
0.24
22
0.011
0.335
0.1

ppm
150

35

ppb
12






