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Resumen

El empleo de las algas en acuicultura tiene un gran potencial por la creciente preocupacién de hacer un uso de
los recursos naturales mas sostenible y respetuoso con el medio ambiente. Su aplicacion en la alimentacién de
peces tiene interés desde una doble perspectiva; i) reduciendo la dependencia de insumos derivados de las
pesquerias, y ii) mejorando el estado de condicion de los animales. Como ejemplo aplicado de esta temética,
en el presente estudio se evalla el potencial de la microalga Scenedesmus almeriensis como ingrediente
alternativo a la harina de pescado en la alimentacién de la dorada (Sparus aurata, L.). En un experimento in
vivo se ensayan cinco dietas experimentales en las que se sustituye la proteina de la harina de pescado por
biomasa liofilizada de microalga a distintos niveles, y se analiza 1) el crecimiento de los peces y el
aprovechamiento nutritivo, 2) la influencia en la composicién quimica y en el perfil de &cidos grasos, 3) los
efectos que ejerce en la estructura del higado e intestino, 4) el efecto sobre diversas actividades enzimaticas
digestivas y sobre la ultraestructura de la mucosa intestinal, y finalmente, 4) se realiza una valoracién

econdmica de su utilizacién en piensos para acuicultura.
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Introduccion

Las distintas especies que se cultivan tienen que ser alimentadas en funcion de sus
necesidades nutricionales y fisiologicas intrinsecas. Por ejemplo, los peces y crustaceos
marinos presentan como norma general una dieta carnivora. Debido a ello, histéricamente
los principales ingredientes utilizados en la elaboracion de alimentos para peces cultivados
han sido la harina y el aceite de pescado, procedente de peces capturados en las principales
pesquerias del mundo. Por ejemplo, por cada kg producido de salmon, de otros peces o de
langostinos se deben de consumir como alimento entre 2,5 y 5 kg de otras especies de peces
(Naylor et al., 2000). En el caso de las granjas de atdn, este valor es aun mas elevado, hasta
20 kg por cada kg de biomasa producida (Volpe, 2005). Esto hace que el cultivo de peces
carnivoros requiera en la mayoria de las ocasiones de mas biomasa de la que se produce en
las granjas (Tacon & Forster, 2003). Y por ello, en vez de aliviar la presion sobre las
pesquerias, el incremento en la produccion de especies carnivoras puede incrementar la
presion sobre las poblaciones de peces que viven en su medio natural. Es probable que,
como consecuencia de una mayor intensificacion de la acuicultura, asi como de la
diversificacion de las especies cultivadas, la demanda de harina y de aceite de pescado

Ilegue a superar la oferta actual, lo cual es, sin duda alguna, insostenible.

La harina y el aceite de pescado son materias primas cuya comercializacion esta
globalizada. Para producir estos insumos se utilizan cerca de 28 millones de toneladas de
pescado (un 30% de las capturas mundiales) y 5 millones de toneladas de desechos que se
generan durante el procesado del pescado destinado al consumo humano. La industria de
alimentos para organismos acuaticos utiliza cerca del 50% de la produccion mundial de
harina de pescado, y mas del 80% de la produccion de aceite de pescado (FAO, 2010). La
disponibilidad de harina de pescado depende basicamente de las capturas, ademas de que
un importante porcentaje de la pesca de especies usadas para la elaboracion de la harina de
pescado actualmente se destina a consumo humano. En este contexto, la utilizacién de la
harina de pescado como fuente de proteina mayoritaria en los piensos para acuicultura
puede llegar a ocasionar un incremento en los costes de produccién en acuicultura a la par

que determina que este sector no llegue a ser una actividad sostenible, al precisar para su
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crecimiento de mayor cantidad de derivados de la pesca extractiva. Por todo esto, y
teniendo en cuenta las recomendaciones de la FAO en las que se pedia la disminucion en el
uso de harinas y aceites procedentes de la pesca extractiva para producir alimentos en
acuicultura, se inici6 un importante esfuerzo en la busqueda de fuentes proteicas
alternativas que pudieran reemplazar total o parcialmente a este insumo en la elaboracion

de los alimentos (Silva et al., 2010).

En la seleccion de fuentes proteicas alternativas es necesario tener en cuenta que éstas sean
sostenibles y renovables, y que no ocasionen efectos negativos en el pez. En este contexto,
las algas (tanto microalgas como macroalgas) despiertan cada vez mas un mayor interés
como posibles ingredientes en las dietas para peces, como fuente alternativa de proteinas, y
de aporte complementario de vitaminas y lipidos. Sin embargo, su cultivo intensivo adn
resulta costoso, 1o que es un factor a tomar en cuenta cuando se considera el concepto de

sostenibilidad.

Las harinas derivadas de microalgas pueden ser una alternativa potencial a la harina de
pescado (Nandeesha et al. 2001), ya que poseen un alto contenido proteico, son la fuente de
alimento natural de numerosas especies marinas, contienen niveles altos de acidos grasos
poliinsaturados, aminoacidos, vitaminas y minerales, y son una excelente fuente de

pigmentos naturales (Spolaore et al. 2006).

Las microalgas se requieren durante un breve periodo para la nutricién de larvas, ya sea
para consumo directo, como en el caso de los moluscos y crustaceos o indirectamente como
alimento para la presa viva con la que se alimentan las larvas de peces (Muller-Feuga,
2000). Los generos mas frecuentemente empleados son Chlorella, Tetraselmis, Isochrysis,
Pavlova, Phaeodactylum, Chaetoceros, Nannochloropsis, Skeletonema y Thalassiosira
(Yamaguchi, 1997; Borowitzka, 1997; Muller-Feuga, 2000). Pero ademas, la biomasa de
las microalgas también pueden ser cosechada, secada e incorporada en las dietas para peces
juveniles y adultos (Benemann, 1992). Adicionalmente, y en el marco de la politica general
de mejora de la sostenibilidad y calidad de los productos de acuicultura, las microalgas
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tienen un enorme potencial en la sustitucion de algunos de los componentes de los piensos

de engorde de peces.

Hasta la fecha existen numerosos estudios en los que se incluyen microalgas en alimentos
para peces. Los diversas investigaciones que se han realizado para evaluar el efecto de la
inclusion de las algas en piensos inertes para diferentes especies, tales como la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), tilapia (Oreochromis niloticus) o dorada (Sparus aurata)
destacan como efectos positivos el incremento significativo de las tasas de crecimiento y
utilizacion del alimento (El Sayed, 1994; Mustafa et al. 1994; Mustafa & Nakagawa, 1995),
las mejoras en la asimilacion de proteinas (Nakagawa et al. 1997), el efecto positivo sobre
el metabolismo lipidico (Nakagawa et al. 1987; Robin & Vincent, 2003), la mejora en la
coloracion de los animales, el incremento en la funcion hepéatica (Nematipour et al., 1987;
Nakagawa et al. 1995), la mejora en la respuesta al estrés (Nakagawa et al. 1997), y el
incremento en la resistencia a enfermedades (Satoh et al. 1987). En la actualidad, a las
ventajas nutritivas que tienen, se les une la mejora en la tecnologia para su produccion a
gran escala si se cultivan en los biorreactores apropiados, y el incremento en su contenido
proteico, hechos que hacen de esta materia prima un ingrediente novedoso, que recibe una
creciente atencion en la formulacion de piensos para peces (Lahaye et al. 1995; Pinchetti et
al. 1998). Ademas de su valor nutricional, en los ultimos afios se ha generado un gran
interés por el uso de la biomasa de microalgas por sus beneficios econdmicos al poderlas
utilizar con distintos propdsitos (Pulz & Gross, 2004). De este modo, un cultivo de
microalgas puede ser utilizado para la depuracion de efluentes, y el contenido lipidico de la
biomasa obtenida emplearse en la produccion de biocombustibles y, finalmente, la materia
resultante tras la extraccion de los aceites, destinarse a la alimentacion animal (Olguin et al.
2012).

En este contexto, en la Universidad de Almeria y en el marco del proyecto P09-AGR-5334,
se estudian diferentes microalgas con el objetivo de desarrollar la tecnologia para su
produccién masiva con el fin Gltimo de emplearlas en alimentacion de peces de acuicultura.
Una de las microalgas estudiada es Scenedesmus almeriensis. La microalga S. almeriensis

es una especie nueva que fue aislada por investigadores de la Universidad de Almeria y de
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la Estacion Experimental “Las Palmerillas” de la Fundacion CAJAMAR (Almeria), siendo
protegida mediante patente europea EP-1849858-B1, e identificada como “microorganismo
no previamente registrado” por la Experimental Phycology and Culture Collection of
Algae—SAG de la Universidad de Gottinghem (Sanchez-Fernandez, 2008). Las ventajas
que tiene esta microalga frente a otras microalgas es que es tolerante a un amplio rango de
temperaturas (10 a 40°C), presentando éptimos de crecimiento a temperaturas a las que las
otras especies no crecen (30°C), y que se cultiva en agua dulce, y por lo tanto no es
necesario lavar la biomasa para retirar las sales marinas. Ademas, la materia seca resultante
tras la produccion del biocombustible, sigue teniendo un alto valor nutricional, debido a su
alto contenido en proteinas (hasta un 40%). De esta forma, S. almeriensis se convierte en
una muy buena candidata como ingrediente alternativo a la harina de pescado, por su bajo
coste de produccidn al poder ser cultivada en diversos efluentes, y por el doble uso que se

le puede dar a su biomasa, energético y alimenticio, lo que incrementa su rentabilidad.

Como se ha indicado anteriormente, las referencias bibliograficas en las que se realizan
estudios zootécnicos para evaluar el crecimiento de los peces cuando éstos son alimentados
con piensos que incluyen microalgas son abundantes, pero a dia de hoy no son tan
numerosos los estudios que analizan los efectos que produce la utilizacién de estos
ingredientes sobre la fisiologia del pez desde un enfoque holistico, y en el caso particular de
los juveniles de dorada (Sparus aurata, L.), una especie de gran interés en la acuicultura
europea, no se tiene conocimiento de que se haya publicado alguno. Es por ello que resulta
de particular relevancia analizar qué otros efectos se producen con la utilizacién de esta
microalga en el alimento. Precisamente uno de los aspectos que esta relacionado con la
alimentacion del animal a considerar es el estudio de los procesos que estan implicados en

la digestion y absorcion del alimento.

En base a lo anteriormente expuesto, el objetivo general del presente estudio es realizar una
evaluacion global del potencial de la microalga Scenedesmus almeriensis para ser utilizada
como fuente proteica alternativa a la harina de pescado en la alimentacion de juveniles de
dorada, S. aurata. Este objetivo general se desglosa en los siguiente objetivos parciales que

son; 1) evaluar el crecimiento de juveniles de S. aurata alimentados con dietas en las que la
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harina de pescado se sustituye parcialmente por harina de la microalga S. almeriensis, 2)
cuantificar el aprovechamiento nutritivo de dichas dietas, 3) analizar su influencia en la
composicion quimica, de acidos grasos de los peces, y en la estructura y funcionalidad del
intestino, y 4) realizar una valoracion econdémica del uso de S. almeriensis en alimentos

para acuicultura de peces marinos carnivoros.

Material y Métodos

Animales e instalaciones

El bioensayo se realizd en el acuario del campo de préacticas de la Escuela Superior de
Ingenieria de la Universidad de Almeria. En los ensayos se emplearon juveniles de dorada
(Sparus aurata) procedentes de la empresa Predomar S.L. (Carboneras, Almeria, Espafia).
Durante la aclimatacion a las condiciones del acuario de la Universidad de Almeria, las
doradas fueron alimentadas con una dieta comercial (Skretting) hasta alcanzar un peso de
aproximadamente 8 gramos. A partir de este momento se realiz6 la seleccién, y los peces
fueron distribuidos aleatoriamente en los tanques experimentales. Se repartieron 225
individuos en 15 tanques a razén de 15 peces por tanque. El sistema utilizado consta de 15
tanques de polipropileno de color gris oscuro, fondo plano y con capacidad de 40L. Los
ensayos se realizaron en un circuito cerrado, que constaba de dos tanques de reserva, un
filtro fisico para la retencion de residuos sélidos, un filtro bioldgico para la eliminacion de
amonio y una lampara ultravioleta para evitar la proliferacion de microorganismos. La
salinidad oscilo del 23 al 28%o y la temperatura oscilé de 17 a 19°C, y con fotoperiodo
natural. La duracién del experimento se prolongd hasta que los peces triplicaron su peso
inicial. Los tratamientos se ensayaron por triplicado, los piensos se suministraron a una
razon del 3 al 4% de la biomasa total del tanque al dia. El alimento fue suministrado en dos
tomas diarias a las 9:00 y a las 13:00 horas. Los tanques se sifonaban antes de cada toma,
ademas cada dia se anotaba la temperatura y salinidad antes de cada toma. Tras la primera
toma se media también el amonio por colorimetria con un kit de analisis rapido de agua,
cuando su concentracion superaba los 0,4 mg L™ se procedia a renovar el agua del sistema.

Cada 15 dias los peces se anestesiaban suavemente en un bafio de aceite de clavo (25ppm)

Alarcon et al. 2013. Utilizacion de Algas como Ingrediente Alternativo en la Alimentacion de Peces Marinos. En: Cruz-Sudrez, L.E., Ricque-
Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Alvarez-Gonzalez, C. (Eds), Contribuciones Recientes
en Alimentacion y Nutricion Acuicola, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México, pp. 127-190.



133

y se pesaban, para recalcular la dosis diaria de pienso, devolviéndolos posteriormente a sus

respectivos tanques.

Biomasa algal

La biomasa se produjo a escala industrial en condiciones externas con fotobiorreactor
tubular de 3000L, en modo continuo a una tasa de dilucién de 0,4L dia™, en el mes de
marzo de 2011. Los cultivos se realizaron a pH 8,0 con inyeccion de CO, a demanda, y la
temperatura fue mantenida a 30°C con un termostato, haciendo pasar el agua por un
intercambiador de calor localizado en el interior del fotobiorreactor. Posteriormente la
biomasa se recogio6 por centrifugacion y fue sometida a una serie de procesos para obtener
un preparado seco (Cerdn et al. 2008). Brevemente, para la obtencion de harina de S.
almeriensis, el cultivo de las microalgas previamente cosechadas por centrifugacion, fue
congelado a -18°C para su posterior liofilizacion. Una vez liofilizada la biomasa de S.
almeriensis, fue molida en un molino de bolas y pasada por un tamiz de 300um, una vez

tamizada la harina quedo lista para su posterior inclusion en los piensos experimentales.

Piensos experimentales: disefio y elaboracion

Se elaboraron 5 piensos experimentales en los que se sustituyé parcialmente la proteina de
la harina de pescado por harina de la microalga Scenedesmus almeriensis. Asi la proteina
de la harina de pescado se fue sustituyendo en niveles de un 25% (SC25); 37,5% (SC37);
50% (SC50) y un 75% (SC75), siendo un total de 4 piensos experimentales mas uno que se
utilizé como control que no contenia harina de S. almeriensis (CT). En todos los casos se
incluyd una proporcion fija de harina de calamar (un 5%) que actuase como atrayente para
los peces. También se incluyé en la formulacion, un enriquecedor de lipidos que aportase
acidos grasos poliinsaturados, un concentrado de proteina de soja, lecitina de soja (como
fuente extra de fosfolipidos), y una premezcla de vitaminas y minerales (con 20% de
vitamina C), con el fin de que los piensos formulados fuesen lo mas completos posible,
evitando deficit en aminoacidos o &cidos grasos esenciales. Todos los piensos fueron

formulados para ser isoproteicos e isoenergéticos.
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Para la fabricacion de los piensos, los ingredientes sélidos fueron mezclados durante 20min
en una amasadora Sammic BM-11 (Sammic S.L. Azpeitia, Espafia), posteriormente se
afiadieron los ingredientes liquidos y el cloruro de colina que fue disuelto en agua destilada
(500mL aproximadamente). La mezcla resultante fue amasada de nuevo durante un periodo
adicional de 15min. Una vez obtenida la masa, se procedio a su granulacién mediante una
picadora de carne Braher P22-82 (Braher Internacional SA. Andoain, Espafia), obteniendo
granulos de 1 a 2mm de diametro y de 2 a 4mm de longitud aproximadamente. El secado de
los piensos se realizo en el laboratorio de produccion animal garantizando que fuera un
lugar fresco y seco, el secado se completd en 24 horas, y una vez elaborados, éstos fueron
almacenados a —20°C hasta su uso. La Tabla 1 detalla los ingredientes utilizados en la

elaboracion de los piensos experimentales asi como su composicién quimica.

Tabla 1. Composicidn de los piensos experimentales utilizados en el ensayo con dorada.

Ingredientes (%0MS) Control  SC25 SC37 SC50 SC75
Harina de pescado LT" 51,6 43,5 39,5 35,5 27,4
Biomasa de S. almeriensis 0,0 12,9 19,4 25,8 38,7
Harina de calamar® 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Hidrolizado de pescado CPSP90° 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Concentrado de soja* 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Aceite de pescado® 2,2 2,0 1,8 1,7 1,4
Enriquecedor de lipidos® 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Lecitina de soja’ 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Dextrina 24,1 19,5 17,2 14,9 10,4
Carboximetilcelulosa® 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Cloruro de colina® 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Premix de vitaminas y minerales’ 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Goma guar 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Alginato® 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5

Composicién quimica (%MS)

Proteina bruta 47,1 47,7 47,8 47,0 46,6
Grasa bruta 8,4 11,0 10,6 9,6 8,3
Cenizas brutas 14,2 14,7 16,5 16,7 18,8
Fibra bruta 0,2 0,3 0,3 0,2 0,3

1 Proveedor local (Almeria, Espafia). 2 Sigma (Espafia). 3 Rieber&Son (Noruega). 4 DSM (Francia). 5 Concentrado proteico soluble de
pescado, Sopropéche (Francia). 6 INVE (Bélgica).
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Toma de muestras bioldgicas

En la toma de muestras correspondiente al inicio del experimento, se tomaron 15 individuos
al azar antes de distribuir a las doradas en sus correspondientes unidades experimentales, se
anestesiaron en un bafio de aceite de clavo (2ppm), y a continuacion se sacrificaron
mediante una incisién en la columna vertebral a la altura de los opérculos (Directiva
Comunitaria 2010/63/UE). Se midio la longitud de cada uno de los individuos mediante un
ictiometro, posteriormente se pesaron en una balanza de precision, a continuacion se
extrajeron las visceras y se anotd el peso del intestino, el higado y la carcasa. Tanto los
higados como las carcasas se congelaron a -20°C vy se liofilizaron, para, posteriormente,
volver a utilizarse en posteriores analisis. En la toma de muestras correspondiente al final
del experimento, se sacrificaron todos los individuos, mediante el mismo procedimiento
que en la toma de muestras correspondiente al inicio. A continuacion se anotaron las
longitudes de los peces y los pesos frescos, de las canales, higados e intestinos, al igual que
en el muestreo inicial. También se prepararon 5 muestras de intestino distal, intestino
proximal e higado de cada unidad experimental; para su andlisis histolégico, posteriormente
tanto los higados, como las carcasas, fueron congeladas a -20°C, liofilizadas y congeladas
de nuevo al igual que en el muestreo inicial. Por otra parte se utilizaron muestras de
intestino para la preparacion de extractos enzimaticos, y de otro, muestras de 0,5 cm de
longitud del intestino proximal para su andlisis ultraestructural mediante microscopia

electronica de transmision (TEM) y de barrido (SEM).
Determinacion de los parametros zootécnicos y morfométricos

A partir de los datos obtenidos en el apartado anterior se calcularon los siguientes
parametros zootécnicos y morfométricos: Incremento de peso (WG) = (Pf/Pi) x 100; Tasa
de crecimiento especifico (SGR) (%) = (Ln (Pg) — Ln (P;) / dias) x 100, donde Ps y P; son el
peso fresco final e inicial y t es la duracion del ensayo en dias; Tasa de crecimiento
absoluto (AGD) (g dia™) = (P; — P;) / dias; Factor de condicién (K) = (Ps / longitud final *) x

100; Indice viscerosomatico (1V) (%) = (peso seco del digestivo / peso seco del individuo)
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x 100; indice hepatosomatico (IH) (%) = (peso seco del higado / peso seco del individuo) x

100; indice de conversion = g de pienso suministrados / incremento de biomasa.

Determinacion de la composicion proximal

Para la determinacién de la composicion proximal se homogeneizaron la totalidad de las
carcasas previamente liofilizadas y una muestra de cada uno de los piensos utilizados. La
composicion proximal de los piensos y de las muestras de tejidos se determiné analizando
su contenido en agua, proteina cruda, lipidos totales, cenizas y por diferencia se estimo el
contenido de carbohidratos. La humedad de los peces fue determinada por gravimetria, una
vez pesadas las muestras frescas y liofilizadas (Cryodos, Ima-Telstar. Tarrasa, Espafia). La
proteina cruda mediante un analizador elemental Fisons Carlo Erba EA 1108 (Fisons
Instruments, Beverly, MA, USA), multiplicando el contenido de nitrégeno de la misma por
6,25. Las cenizas fueron determinadas por gravimetria tras incineracion de 1g del filete
liofilizado en un horno mufla a 550°C durante 24h segun el método estandar (AOAC,
1995). El contenido de lipidos totales fue cuantificado mediante la metodologia descrita por
Christie (1982). Brevemente, los lipidos fueron extraidos con una mezcla de cloroformo-
metanol (2:1 v/v) con 0,01% de hidroxitoluenobutilado (BHT) como antioxidante.
Seguidamente el solvente organico fue evaporado con nitrogeno, y el contenido lipidico se

determind por gravimetria.
Determinacion del perfil de &cidos grasos

Para la extraccion de &cidos grasos se usaron muestras de musculo e higado de la totalidad
de las doradas, previamente liofilizadas, junto con las muestras de cada uno de los piensos
experimentales, utilizando el protocolo disefiado por Rodriguez et al. (1998). La
determinacion cualitativa y cuantitativa de los &cidos grasos contenidos en la biomasa se
realizd a partir de sus ésteres metilados mediante cromatografia de gases. Se empleé un
cromatografo de gases Hewlett Packard, modelo 4890 Series Il (Hewlett Packard
Company, Avondale, PA). En esencia el cromatografo de gases determina ésteres

metilados, por lo tanto los acidos grasos son metilados. Se ha utilizado una modificacion
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del método de transesterificacion directa y descrito por Lepage y Roy (1984) que no
necesita separacion previa de la fraccion lipidica y que permite un ahorro de tiempo y
reactivos (Rodriguez et al. 1998). En primer lugar, se homogeneizd la muestra a analizar
con mortero. Posteriormente se pesé una cantidad determinada de la muestra y se afiadio la
misma cantidad de alimina y se molturé durante 5min con fuerza. De ahi se cogié una
porcion de unos 10mg de biomasa y se depositaron en un tubo de rosca pirex con tapon con
almohadilla. Seguidamente se adicion0 1mL de mezcla metilante (20:1 v/v metanol /
cloruro de acetilo). Se afiadieron SuL de patrén (25mg de patron C:19 en ImL de tolueno) y
0,5mL de hexano. La metilacion se realizd a 100°C en el termobloc durante 20min,
evitando la evaporacién del hexano. Pasados los 10min se dejo que la mezcla alcanzase la
temperatura ambiente. Se le afiadié 1mL de agua destilada para diferenciar bien las fases, y
se extrajo la capa hexanica, que se introdujo en un vial, se cerrg, y se inyectd en el
cromatdgrafo de gases. El andlisis cuantitativo se realiz6 utilizando como patron interno
acido nonadecanoico (19:0). Cada muestra contenia Sul. de disolucién de patron interno
(0,125mg de 19:0). El detector FID presenta la misma respuesta o sensibilidad para cada
uno de los acidos grasos, por tanto el factor de correccion para los solutos y para el patron
interno es el mismo, siendo su valor la unidad. Para el estudio de los &cidos grasos se
calcularon los sumatorios de los acidos grasos saturados () SFA), monoinsaturados o
monoenos (D) MUFA), poliinsaturados (> PUFA), por otra parte, también fueron
clasificados como n-3 (3n-3), n-3 altamente insaturados (3.n-3 HUFA), n-6 (3n-6) y n-9
(>n-9). Ademas se obtuvieron ciertos ratios de interés entre dichos sumatorios (n-3/n-6;
MUFA/ n-3 HUFA, MUFA/PUFA, MUFA/SFA) y entre &cidos grasos que relacionan el
acido docosahexanoico (DHA o 22:6n3), &cido eicosapentanoico (20:5n3 o EPA) y &cido
araquiddnico (20:4n6 0 AA).
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Preparacion de los extractos enzimaticos digestivos

Los tejidos de tres peces se agruparon al azar por cada extracto enzimético obteniendo
cuatro extractos por cada tanque experimental. Los intestinos se homogenizaron en agua
destilada y el homogenado fue sonicado en frio (4°C) mediante tres pulsos cortos de 10
segundos. Seguidamente se centrifugd (12.000rpm, 12min, 4°C), y el sobrenadante se
repartio en alicuotas para su conservacion a -20°C hasta su posterior uso. A estos extractos
se les determind la concentracion de proteina soluble, usando seroalbumina bovina (1mg
mL™) como estandar (Bradford, 1976).

Determinacion de las actividades enzimaticas digestivas

Las actividades proteasa alcalina, tripsina, quimotripsina y amilasa se cuantificaron como
indicadores de la capacidad digestiva, mientras que las actividades leucina-aminopeptidasa
y fosfatasa alcalina se analizaron como indicadores de la absorcion a través del epitelio.
Brevemente, la actividad proteasa alcalina se determind empleando una modificacién del
método de Kunitz (1947), modificado por Walter (1984) usando como sustrato caseina
tamponada en Tris-HCI 100mM a pH 9. La mezcla de reaccion (extracto enzimatico mas
caseina tamponada) se incubd durante 20min a 37°C, y la reaccidén enzimatica se detuvo
con 4cido tricloroacetico (TCA) al 20%. La liberacion de péptidos se cuantifico
determinando la absorbancia del sobrenadante a 280nm. La actividad especifica (U mL™)
se calculd utilizando como coeficiente de extincion molar de la tirosina (CEM) el valor de
0,008. El resto de actividades se cuantifico mediante cinética midiéndose el incremento de
absorbancia en un lector de microplacas a una longitud de onda de 405nm utilizando
sustratos especificos para cada una de ellas. Asi, se uso BAPNA (N-benzoil-DL-arginina-P-
nitroanilida) 0,5mM para la cuantificacion de la actividad tripsina, SAPNA (succinil-
(Ala),-Pro-Phe-P-nitroanilida) 0,2mM para la actividad quimotripsina, para la actividad
amilasa se uso un sustrato comercial Amylase MR (ref. KR10065,Clonatest, Barcelona,
Espafia), para las actividades leucina aminopeptidasa y fosfatasa alcalina, L-leucina p-
nitroanilida (LpNa) 2mM vy p-nitrofenilfosfato 450mM, respectivamente. La actividad

especifica (U mL™) se calculd utilizando un valor de CEM de la P-nitroanilida de 8.800
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para tripsina, quimotripsina y L-aminopeptidasa y un CEM para el P-nitrofenol de 17.800
para las actividades amilasa y fosfatasa alcalina. Finalmente, todos los valores de actividad

obtenidos se expresaron en U g de tejido™.
Visualizacion de la actividad proteasa mediante electroforesis

La electroforesis se realizo segin el método descrito por Laemmli (1970), empleando geles
de poliacrilamida al 12% y con un tamafio de 8x10x0, 075cm. Las muestras enzimaticas se
diluyeron (1:1, v/v) con tamp6n de muestra (Tris-HCI 0,125mM pH 6,8, glicerol 20%, azul
de bromofenol 0,04% y SDS 2%). La electroforesis se desarrollé a un voltaje continuo de
100V por gel durante una hora a 4°C. Seguidamente, los geles fueron tratados segun se
describe en Alarcon et al. (1998) con el fin de revelar la actividad proteasa presente en de
los extractos. En breve, éstos se lavaron con agua destilada, se les afiadié una solucién de
caseina 0,75% preparada en Tampon Tris-HCI 50mM a pH 9, y se incubaron durante 30min
a 4°C, despues fueron transferidos a una solucién fresca del mismo sustrato durante 90min
a 37°C. Después de esto, se retird la solucidn de caseina, se lavaron los geles varias veces
con agua destilada y se fijaron con &cido tricloroacético (TCA) al 12% durante 10min antes
de proceder a su tincién con azul brillante (Coomassie Brilliant Blue R-250) en una
solucion con metanol y acido acético glacial durante 12h. Para destefiir los geles se emple6
la misma solucién pero sin colorante. A los pocos minutos pudo apreciarse una serie de
bandas blancas sobre un fondo azul que se corresponden con las fracciones activas con

actividad caseinolitica presente en los extractos enzimaticos.

Evaluacion de factores anti nutritivos en los piensos experimentales

El objetivo fue analizar la presencia de inhibidores de proteasas tanto de la harina de
microalga como de cada uno de los cinco piensos empleados en el bioensayo. Para ello, se
realizaron extractos acuosos de las harinas algales y los piensos con el propdsito de extraer
los potenciales inhibidores contenidos en ellos. En breve, 1g de materia se suspendio en
10mL de agua destilada. El conjunto se sonico en frio durante tres pulsos de 12 segundos.
La mezcla resultante se almacend a 4°C durante 12h, y seguidamente se centrifugo a
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12.000rpm durante 15min a 4°C, recuperandose la fraccion del sobrenadante (en el que se
encuentran los potenciales inhibidores de proteasa) que finalmente fue almacenada a -20°C

hasta su uso.

Para analizar la presencia de inhibidores de proteasa, un extracto enzimatico de referencia
(preparado a partir de tejidos de peces alimentados con pienso control) se preincub6 con los
extractos acuosos de la harina algal y los piensos. Durante esta fase se pretende que los
potenciales inhibidores se acomplejen con las proteasas digestivas para impedir
posteriormente que ejerzan su actividad catalitica. De este modo, 10uL de extracto
enzimatico se preincubaron durante una hora a temperatura ambiente con 10uL del extracto
con potencial efecto inhibidor en 500uL de tampdn Tris-HCI 100 mM a pH 9. Se incluyo
un control enzimatico en el que en lugar de la solucién con potencial efecto inhibidor se
dispensaron 10uL de agua destilada. Finalizado este tiempo, se realizd un ensayo de
actividad proteasa alcalina con caseina como sustrato siguiendo a partir de este punto el
mismo protocolo expuesto anteriormente. Cada ensayo se realizo por triplicado y con su
correspondiente blanco. Los valores obtenidos fueron expresados en porcentaje de
actividad residual, utilizando como referencia los valores de absorbancia del ensayo control
cuya preincubacion se realizé con agua destilada en lugar de con extracto acuoso de alga o

pienso.

Analisis histoldgico de los tejidos hepatico e intestinal

Las muestras de tejidos (higado e intestino) fueron fijadas en solucion Davidson, incluidas
en parafina, y cortadas en un microtomo (6um). Una vez que fueron desparafinadas se
tiferon con hematoxilina-eosina para la observacion histomorfologica de los tejidos. Las
fotografias de las secciones se realizaron con un microscopio invertido OLYMPUS 1X51
equipado con el software cell*B version 2.6 (Olympus Soft Imaging Solutions GmdH.
Muenster, Alemania). Se analizé la morfometria del tejido hepatico e intestinal de los peces
a partir de las iméagenes de los tejidos obtenidas al microscopio Optico. En concreto se
determind el area y la longitud del diametro mayor de los hepatocitos, y la altura de las

vellosidades y de los enterocitos en las preparaciones de intestino, empleando el programa
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de software libre UTHSCA ImageTool (Universidad de Texas HealthScience Center, San
Antonio, TX, disponible en el enlace http://ddsdx.uthscsa.edu). Los resultados se
expresaron como medias y desviacion estandar de al menos 32 determinaciones realizadas
sobre 20 preparaciones histologicas de higado y de 9 determinaciones realizadas sobre 25
preparaciones histologicas tanto de intestino distal como proximal, a razén de 5 por

tratamiento.

Analisis ultraestructural y morfométrico de la mucosa intestinal

Para el analisis mediante microscopia electrénica (TEM y SEM) las secciones de intestino
proximal se fijaron en una solucion de glutaraldehido al 2,5% y formaldehido al 2%,
preparada en tampon PBS pH 7,5. Las muestras destinadas a su observacion por SEM en el
Servicio de Microscopia Electronica de la Universidad de Almeria se sometieron a
sucesivos lavados con etanol a distintas concentraciones (desde etanol al 10% a etanol
absoluto) para su deshidratacion progresiva. A continuacién se realizdé una desecacion de
las muestras en la que se sustituyo el etanol absoluto por CO, liquido empleando un equipo
Critical Point CPD 030, seguidamente se eliminé el CO; liquido y se pasaron las muestras a
un desecador. Las muestras desecadas se montaron en los correspondientes soportes, se
fijaron con grafito (PELCO® Colloidal Graphite). Una vez fijadas y montadas, éstas se
metalizaron empleando la técnica de recubrimiento mediante pulverizacion catddica o
método Sputtering, para lo cual se utilizd un equipo Sputter Coater SCD 005. Por tltimo se
visualizaron las muestras ya procesadas empleando un microscopio electronico de scaning
(SEM) HITACHI modelo S-3500. Por otro lado, las muestras destinadas a su observacion
mediante TEM se lavaron tres veces con PBS durante 20min y fueron enviadas al Centro de
Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada (Espafia) para su inclusion en
resina y obtencion de cortes ultrafinos. A partir de ambos tipos de muestras se obtuvo una
galeria de imagenes (al menos 10 imagenes TEM y 10 SEM por tratamiento) para su
posterior analisis morfométrico. Las imagenes obtenidas mediante SEM y TEM fueron
utilizadas para evaluar el estado de la mucosa intestinal de los juveniles de dorada mediante

el analisis morfométrico de las mismas. Para realizar este estudio se emple6 un programa
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de software libre UTHSCA ImageTool. En concreto se realizaron las siguientes
mediciones.

i) Imagenes TEM: se obtuvo informacion sobre la altura y el didmetro de las
microvellosidades. se realizaron al menos 100 medidas por tratamiento. Teniendo en
cuenta que la morfologia de las microvellosidades se aproxima a la de un cilindro,
los datos anteriores se utilizaron para estimar la superficie de absorcion por

enterocito empleando la siguiente formula (2= =r = h) + mw=+* siendo r y h la

mitad del diametro y altura de los microvilli, respectivamente.

i) Imagenes SEM: en este caso se cuantifico el area apical por entericito, y se
realizaron al menos 50 mediciones por tratamiento.

El analisis ultraestructural permite estimar la superficie media de absorcién por
enterocito en funcion del tratamiento que han recibido los peces, asi como analizar cual es
el efecto que produce el uso de la microalga sobre la integridad fisica de la mucosa
intestinal de los peces. De igual modo, también se establece si existe 0 no relacion entre
estos datos y los niveles de actividad de las enzimas asociadas a las microvellosidades

intestinales (aminopeptidasa y fosfatasa alcalina).

Evaluacion econdmica del uso de la biomasa algal en dietas para peces.

Se realiz6 una valoracion econdmica considerado dos precios hipotéticos de la biomasa
algal, i) por un lado un valor de 7 € kg™* que ha sido propuesto para la biomasa de la especie
Phaeodactylum tricornutum que es una microalga cuya composicién bioquimica es muy
similar a S. almeriensis (Belarbi et al. 2000) y, ii) de otro 12,6 € kg™ que es el precio de
produccion propuesto por Acien et al. (2012) en la Planta Experimental de “Las
Palmerillas”. Desde otra perspectiva, se realiz6 un analisis de coste-beneficio considerando,
por un lado el precio del pienso calculado con las dos opciones anteriores (criterio
econdémico), y de otro el balance FIFO (Fish In—Fish Out) resultante de sustituir la harina
de pescado por S. almeriensis (criterio ambiental). Con este planteamiento, de los puntos de
corte entre ambas curvas se podrian obtener valores hipotéticos de inclusion del alga en los

que el precio del pienso estaria justificado por una menor presién sobre las pesquerias.
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Analisis estadistico

Los valores presentados en las tablas corresponden a la media + desviacion estandar (sd) de
al menos tres determinaciones. En las figuras se representa la media + error estandar de la
media (sem). Los datos en porcentajes fueron normalizados mediante la raiz del arco seno
de la observacion de forma previa al andlisis estadistico, que se realiz6 con el paquete
estadistico Statgraphics Plus 4.0 para Windows (Rockville, Maryland, USA). En todos los
casos se comprobo la normalidad y homogeneidad de la varianza. En el caso en que los
datos no cumplieran una de esas dos premisas se procedio a transformarlos mediante el
logaritmo neperiano o la raiz cuadrada de la variable, en funcion del menor valor del
namero de Barletts. El anlisis estadistico fue realizado con ANOVA de una via en los
datos con distribucion paramétrica o Kruskall-Wallis en aquellas variables con distribucion
no paramétrica. En el caso de que las variables presentaran diferencias significativas entre
los valores medios de los distintos tratamientos, estos ultimos fueron analizados mediante
test de comparacion mdltiple; i) test de Tukey para los datos paramétricos, o ii) mediante
una grafica de cajas y barras (Box and Whisker Plot) para los no paramétricos. En los casos
en que se compararon dos tratamientos se utilizé una comparacién de medias (t-student).

Todos los analisis fueron realizados con un nivel de significacion de 0,05.

Por ultimo se utilizaron analisis multivariante cldster (método del vecino mas alejado con
los datos estandarizados). Los distintos parametros fueron considerados como variables
diferentes, y por lo tanto el efecto de cada formula alimenticia fue analizado por ndmero
elevado de variables. Los datos fueron estandarizados antes del analisis con el propésito de
que tuviesen la misma relevancia, independiente de como fueran las diferencias de
magnitud entre las distintas variables. Este tipo de analisis determina la similitud entre los
distintos tratamientos al proporcionar dendrograma en el que se agrupan éstos en funcién

de la distancia que hay entre ellos.
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Resultados

Crecimiento y aprovechamiento nutritivo de los piensos

En general, los peces del tratamiento SC37 mostraron valores medios mayores en la
mayoria de los indices zootécnicos que el del resto de tratamientos, a excepcion de los
registrados en los parametros IVS y el IHS, en los que el tratamiento control (CT) presentd
valores més altos (Tabla 2). Cuando los piensos incluyeron niveles de sustitucion
superiores al 50% se observd una reduccion significativa en el peso final, y en los valores
de ADG, WG, IVS e IHS. De los peces alimentados con microalgas, los del tratamiento
SC25 mostraron valores mas bajos en todos los parametros zootécnicos, a excepcion de los
registrados para IHS que fueron ligeramente mayores que en los peces alimentados con
SC75. No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos ni en la longitud final
ni en el factor de conversion, si bien en SC37 se encontraron valores medios més altos en
ambos pardmetros. El valor del balance FIFO (del inglés, Fish In - Fish Out ratio) mostrd

un descenso gradual conforme se aumento el contenido de biomasa de S. almeriensis.

Tabla 2. Crecimiento, indices de aprovechamiento nutritivo e indices morfométricos de los
ejemplares juveniles de S. aurata alimentados con piensos experimentales que incluyen

distintos niveles de biomasa de S. almeriensis.

Control SC25 SC37 SC50 SC75
Pi(g! 823 + 1,53 8,37 + 1,45 829 + 1,48 821 + 1,28 8,15 + 1,40
Pi(g)> 2501 = 3,83 ® 2337 = 357 ® 2656 + 350 ° 24,96 = 2,85 ® 2413 + 443 ®
L¢(cm)® 9,81 + 0,43 9,66 + 0,52 9,97 + 0,42 9,91 + 043 9,79 + 0,56
SGR* 1,46 + 007 ® 1,30 + 004 * 157 + 0,08 ° 146 * 0,05 ® 140 * 0,08 *
ADG® 018 # 0,01 ® 016 + 001 * 020 + 001 ° 018 + 001 ® 0,0 * 0,01 *
IC® 1,92 + 022 ® 211 + 006 ° 170 + 0,03 * 1,86 + 014 ® 191 + 0,18 ®
PER” 095 + 0,10 ® 086 + 0,03 ® 107 + 002 ° 098 + 007 ° 09 + 010 ®
WG (%) 3039 + 69 ® 2792 + 36 * 3204 + 83 ° 3040 + 46 * 2961 + 78 *
Ivs? 804 + 092 ° 731 + 105 ® 799 + 125 ° 747 + 101 ° 732 % 1,07 *®
IHS 230 + 038 ° 209 + 044 ° 223 + 045 ° 206 + 036 ° 1,82 + 0739 °
FIFO' 365 + 023 © 349 + 0,11 ° 256 + 004 ° 244 + 006 ¢ 200 + 0,19 ?
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Los valores representan la media + sd (n = 45). Dentro de cada fila las diferencias significativas entre tratamientos para un mismo
parametro se indican con distintos superindices (P < 0,05). * Peso inicial en g; 2 Peso final en g; * Longitud final en cm; * Tasa de
crecimiento especifico (% dia®): SGR = 100 x (In Ps — In P;) / t; ® Peso medio diario ganado (g dia™): ADG = AP / t, donde el AP es el
incremento de peso; ® indice de conversién, IC = alimento seco ingerido / AP; 7 Tasa de eficiencia de la proteina, PER = AP / g proteina
ingerida; ® Ganancia de peso (%), WG = (Ps/ P;) x 100; ° indice viscerosomatico (%), IVS = (Pyiscerat / Ps) X 100; *° indice hepatosomatico
(%), IHS = (Phigado / Pr) X 100; ™ FIFO = (% de harina de pescado en pienso + % de aceite de pecado en pienso) / (% rendimiento de

extraccion de harina de pescado en peces pelagicos + % rendimiento de extraccion de aceite de pescado en peces peldgicos) x IC.
Composicion quimica de los peces

La inclusién de biomasa liofilizada de S. almeriensis no modifica la composicion quimica
de las doradas de manera significativa (Tabla 3). Sin embargo, los valores mayores de
proteina se encontraron en los individuos alimentados con la dieta SC37, aunque sin
presentar diferencias significativas respecto al resto de tratamientos. En cuanto al contenido
lipidico de las carcasas, tampoco se evidenciaron diferencias significativas entre los
distintos grupos experimentales, si bien con la dieta SC25 los peces presentaron los valores

mas altos.

Tabla 3. Composicion proximal (% peso seco) de las carcasas de los ejemplares juveniles
de S. aurata. Los valores representan la media + sd (n = 3).

Tratamiento Proteinas totales Lipidos totales Cenizas
Control 73,67 + 4,15 172 + 4,47 893 + 0,23
SC25 72,82 + 3,64 17,74 + 4,16 9,09 + 043
SC37 7496 + 111 1552 + 1,28 9,37 + 0,49
SC50 7294 + 5722 1760 = 5,90 9,11 + 0,68
SC75 7442 + 5,39 1590 + 5384 9,36 £ 0,50

Perfil de &cidos grasos en los tejidos de los peces

La Tabla 4 muestra el perfil de acidos grasos de la fraccion lipidica de cada uno de los
piensos experimentales. Los resultados indican que los piensos elaborados con harina algal
presentan un mayor contenido en acidos grasos de las series n-3 y n-6 que el control (CT).
Por el contrario los niveles de HUFAs y n-3 HUFAs fueron menores en los piensos con S.

almeriensis. Asi el pienso con mayor contenido en DHA es el control, aprecidndose una
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reduccion en el contenido de este acido graso en los piensos que contenian harina
microalgal, fendmeno también se observado en el contenido de EPA. En cuanto a los acidos
grasos saturados no se dieron diferencias significativas, a excepcion del pienso SC37 que
presentd un contenido del 36%. El pienso control presentd el mayor contenido en
monoenos (19,63%). Con respecto al acido linoleico (18:2n-6), su contenido fue superior
en los piensos elaborados con biomasa de S. almeriensis. Se encontr6 una correlacion lineal
entre el contenido de ciertos acidos grasos y el nivel de inclusion de la harina algal, como
es el caso de 14:00 (y = -0,013x + 3,006; Rz = 0,8993, P = 0,0140) o de 18:3n-3 (y =
0,022x + 0,880; R2 = 0,9735, P = 0,0018).

La Tabla 5 muestra el perfil de &cidos grasos en la fraccion lipidica del tejido hepatico de
las doradas alimentadas con los piensos experimentales. Los resultados obtenidos
evidencian que el contenido de acidos grasos saturados en este tejido sigue un patron
similar al que contienen los distintos piensos. En cuanto al contenido de acidos grasos
poliinsaturados (HUFAS), se observo una reduccion significativa en los peces alimentados
con el pienso SC37. Los acidos grasos de la serie n-9 se incrementaron significativamente
en los higados de los peces de los tratamientos SC37 y SC75. Los acidos grasos de la serie
n-6 alcanzaron su maximo contenido en el tejido hepatico de los peces del grupo SC25,
aunque no se encontraron diferencias significativas en la concentracion de A&cido
araquidonico. Se aprecié un notable descenso en el contenido de &cidos grasos n-3 en
SC37, si bien en el resto de tratamientos no se encontraron diferencias significativas. Un
fendmeno similar se evidencio para los acidos grasos del grupo n-3 HUFAS. Los niveles de
EPA experimentaron un descenso significativo en los peces alimentados con los piensos
que incluyen harina de algas con respecto a los del tratamiento control. Por su parte, los
niveles DHA solo se redujeron de forma significativa en los ejemplares de SC37. Las
razones entre acidos grasos mostraron diferencias significativas en los valores de AA/EPA,
AA/DHA, MUFA/n-3 HUFAs y MUFA/SFA, para los que el mayor valor se obtuvo con
los tratamientos SC75, SC37, SC37 y SC75, respectivamente.

El perfil de acidos grasos de la fraccion lipidica del musculo se detalla en la Tabla 6. El

estudio de los &cidos grasos revelo diferencias significativas entre tratamientos en el
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contenido de HUFAS, observandose una ligera reduccion, aunque significativa, de éstos en
los peces alimentados con SC37 y SC75. Los mayores niveles de 4&cidos grasos
pertenecientes a las series n-3 y n-6 se encontraron en el tejido muscular de los peces de
SC50 y SC75, respectivamente. En cuanto al contenido de n-3 HUFAS, se encontré una
reduccion significativa de éstos en los tratamientos SC37 y SC75. El contenido de DHA en
los peces alimentados con SC37 fue ligeramente menor que en el resto de tratamientos (P <
0,05). El contenido de EPA fue significativamente inferior en todos los peces alimentados
con piensos que incluian harina de S. almeriensis. No se observaron diferencias
significativas en la composicién en &cidos grasos saturados y monoinsaturados. En general,
las razones entre acidos grasos no mostraron diferencias significativas, a excepcion de n-
3/n-6 y de EPA/DHA que en ambos casos el mayor valor se encontrd en los animales del

tratamiento control.
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Tabla 4. Perfil de acidos grasos (% del total de acidos grasos) del preparado microalgal y de los piensos experimentales.

Acidos grasos S. almeriensis CT SC25 SC37 SC50 SC75

14:00 miristico 0,99 438 + 014 °© 375 + 032 ° 389 + 0,08 ° 356 + 032 ° 332 + 0,08 *
16:00, palmitico 15,89 2233 £ 025 * 2081 + 171 * 2299 # 033 ° 2271 % 214 ° 2365 £ 035 °
16:1n7 0,78 528 + 020 ° 442 + 041 ° 457 + 011 ° 435 + 050 *° 436 + 038 °
18:00, esteérico 0,35 558 + 018 ° 487 £ 046 ° 516 £ 009 ® 483 + 046 ° 465 + 0,05 *°
18:1n9, oleico 5,19 12,65 = 0,28 11,47 = 0,89 12,47 + 0,29 1221 + 1,17 12,47 + 0,20
18:2n6, linoleico 6,32 11,43 + 030 * 1099 + 1,00 ° 1264 + 024 °© 1276 + 1,35 © 1399 + 0,10 °
18:3n3, linolénico 27,90 243 + 149 * 534 = 040 ° 821 + 025 °© 893 + 105 °© 11,58 + 027 °
18:4n3 1,35 1,16 + 005 *® 110 + 014 * 1,28 + 0,04 ° 1,23 + 015 °® 1,26 £ 0,05 °
20:4n6, ARA - 1,77 + 013 ° 1,58 + 010 ° 1,64 £ 009 *® 155 + 020 ° 153 + 015 °
20:5n3, EPA - 10,08 + 039 °© 848 + 088 ° 890 £ 011 °© 812 + 066 ° 7,72 + 010 °
20:1n9 - 1,70 + 0,13 ° 1,35 + 016 ° 141 + 003 *® 140 + 015 ° 142 + 005 ®
22:5n3 - 1,91 + 017 1,56 + 0,21 1,63 + 0,19 1,48 + 0,25 1,33 + 0,17
22:6n3, DHA - 16,45 + 061 ° 1399 + 152 ° 1475 + 028 °© 1382 + 1,34 ° 1306 * 029 °
Saturados (SFA) 17,24 3229 £ 039 ® 2943 + 248 * 3601 + 719 ° 31,10 + 290 * 3162 + 040 *
Monoenos (MUFA) 7,33 1963 + 052 ¢ 1723 + 144 ® 1845 + 040 ® 1795 + 1,72 ° 1824 + 030 °
HUFA - 2990 + 128 ° 2522 + 300 ° 2631 + 08 ° 2478 + 219 " 2331 + 062 °
n-3 29,26 31,71 £ 1,02 ® 3009 + 346 * 3416 + 1,00 ° 3339 + 312 ° 3462 £ 050 °
n-6 6,32 1321 + 035 * 1257 + 102 * 1428 + 021 ° 1430 + 132 ° 1552 + 022 °©
n-9 5,19 1435 + 038 ° 12,81 + 105 * 1388 + 029 * 1360 + 131 * 1389 + 018 *
n-3 HUFA - 2813 + 1,28 °© 2364 + 299 *® 2467 + 095 ° 2323 + 213 * 2178 £+ 071 *
n-3/n-6 4,63 240 + 0,10 ° 239 + 010 ° 239 + 007 ° 233 + 006 ° 223 + 006 °
EPA/DHA - 061 = 000 ° 061 + 001 ™ 060 £ 001 ™ 059 + 002 * 059 + 001 °?
AA/EPA - 0,18 = 0,01 0,19 + 0,02 0,18 + 0,01 0,19 + 0,03 0,20 + 0,02
AA/DHA - 0,11 = 0,01 0,11 + 0,01 0,11 + 0,01 0,11 + 0,02 0,12 + 0,01



MUFA/n-3 HUFA - 0,70 +
MUFA/HUFA - 0,66 +
MUFA/SFA 0,43 0,61 +

0,03
0,03
0,01

a

a

b

0,73
0,69
0,59

I+

+

+

0,04
0,03
0,01

a

a

ab

0,75
0,70
0,53

I+

+

+

0,04
0,04
0,09

a

a

a

0,77
0,72
0,58

I+

+

+

0,02
0,02
0,02

a

a

ab

0,84
0,78
0,58

149

003 °
003 °
001 ®

Los valores representan la media + sd (n = 4). En cada fila las diferencias significativas entre tratamientos para un mismo &cido graso se indican con distintos superindices (P < 0,05).
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Tabla 5. Perfil de acidos grasos (% del total de &cidos grasos) en el higado de juveniles de S.

de alimentacion con los piensos experimentales.

aurata al

inicio del ensayo y tras 45 dias

Acidos grasos Inicio CT SC25 SC37 SC50 SC75

14:00 304 + 0,02 ™ 297 + 020 °© 283 + 0,26 ™ 242 + 037 ® 263 + 0,16 * 220 + 030 °
16:00 22,64 + 0,15 2326 + 1,29 22,24 + 0,96 2324 + 1,20 2131 + 156 21,71 + 0,44
16:1n7 524 + 0,01 ® 538 + 021 ° 542 + 0,29 ° 473 + 030 @ 534 + 0,36 ° 473 + 036 *
16:2n4 0,76 + 0,05 ® 0,71 + 0,04 2 084 + 0,03 ° 0,71 + 0,07 2 0,87 + 0,02 ° 0,87 + 0,09 °
16:3n4 0,62 + 0,01 ¢ 059 + 0,02 ° 0,60 + 0,04 ¢ 048 + 0,03 @ 063 + 0,12 ™ 052 + 0,08 ®
18:00 890 + 0,03 ° 889 + 0,16 ° 836 + 0,25 *° 10,25 + 1,27 °© 841 + 0,43 @ 891 + 0,20 °
18:1n9 19,20 + 040 ° 2705 + 098 ¢ 2567 + 299 ° 3451 + 095 " 2964 + 123 ¢ 3217 + 625 °©
18:2n6 523 + 0,05 ° 578 + 0,14 ¢ 6,43 + 035 °© 466 + 0,27 *° 653 + 0,75 ¢ 571 + 1,32 “
18:3n3 047 + 0,01 ° 075 + 0,08 ° 162 + 014 ¢ 1,41 + 010 °© 206 + 024 203 + 054 °©
18:4n3 049 + 0,05 °@ 0,64 + 0,06 ™ 053 + 0,06 ® 0,79 + 007 ¢ 0,77 + 0,15 ¢
20:4n6 248 + 0,04 ° 149 + 036 ® 158 + 047 ® 1,14 + 0,12 @ 124 + 031 ° 142 + 0,33 °
20:4n3 0,85 + 0,00 ¢ 084 + 029 ° 0,89 + 0,12 ¢ 0,61 + 0,08 @ 0,70 + 0,16 ® 0,78 + 0,18 °
20:5n3 755 + 0,01 °© 580 + 0,27 ¢ 569 + 0,83 °© 384 + 0,28 @ 507 + 021 °© 442 + 1,02 °
20:1n9 0,88 + 0,00 *? 115 + 009 "™ 115 + 023 " 114 + 004 ° 1,19 + 0,07 ¢© 1,03 + 006 °
22:5n3 240 + 0,02 °© 193 + 024 ™ 223 + 046 °© 1,30 + 011 ® 1,73 + 020 * 146 + 042 ®
22:6n3 19,38 + 0,25 °© 1284 + 180 ° 1367 + 265 865 + 0,890 ® 1153 + 0,36 ® 1121 + 3,02 ®
Saturados (SFA) 3459 + 020 ® 3513 + 145 ® 3343 + 133 ® 3591 + 264 ° 3235 + 174 ° 3281 + 0,80 @
Monoenos (MUFA) 2532 + 042 ® 3359 + 121 ° 3224 + 334 ° 4038 + 106 " 3617 + 083 ¢ 3794 = 661 °
HUFA 3266 + 027 °© 2290 + 245 P 2405 + 418 " 1553 + 145 ® 2027 + 059 ° 1929 + 494
n-3 30,88 + 0,09 °© 2265 + 226 ™ 2473 + 369 " 1634 + 135 ® 2188 + 084 ° 20,68 + 527 °
n-6 772 + 0,09 °© 727 + 047 ° 801 + 053 °© 580 + 0,32 ? 777 + 067 ° 713 + 165 °
n-9 20,08 + 041 @ 2821 + 102 ™ 2682 + 306 ® 3565 + 097 ¢ 30,83 + 1,17 " 3321 + 6,27 “
n-3 HUFA 30,17 + 0,23 ¢ 2141 + 222 Y 2247 + 376 ™ 1440 + 133 ® 19,04 + 056 *® 1788 + 461 ®
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n-3/n-6 4,00 + 006 ° 312 + 021 * 308 = 036 ° 282 + 013 * 283 + 013 °® 288 + 019 °
EPA/DHA 3,15 = 0,02 3,02 + 0,28 2,62 + 0,50 2,95 + 0,12 2,96 + 0,30 3,09 + 0,28

AA/EPA 033 = 001 ° 026 + 006 * 027 + 006 ° 030 + 002 * 024 = 006 ® 032 + 001 ™
AA/DHA 0,13 + 0,00 ° 012 + 0,02 °® 011 +# 0,02 * 013 = 0,00 °© 011 +* 0,03 * 013 = 0,01 *°
MUFA/n-3 HUFA 084 = 002 ° 159 + 021 * 149 % 043 ® 282 + 024 ° 1,90 + 0,08 ™ 235 + 108 ™
MUFA/HUFA 0,78 = 0,02 ° 148 + 020 * 140 £ 041 ® 262 + 022 ° 1,79 + 0,07 ° 2,18 + 099 °
MUFA/SFA 0,73 = 0,02 ° 09 + 001 *® 09 + 009 * 113 + 0,10 "™ 112 + 0,07 ™ 1,16 + 019 °©

Los valores representan la media + sd (n = 4). En cada fila las diferencias significativas entre tratamientos para un mismo acido graso se indican con distintos superindices (P < 0,05).
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Tabla 6. Perfil de acidos grasos (% del total de acidos grasos) en el musculo de juveniles de S. aurata al inicio del ensayo y tras 45 dias de alimentacion con los

piensos experimentales.

Acidos grasos Inicio CT SC25 SC37 SC50 SC75

14:00 381 + 0,01 ¢ 354 + 0,07 °© 333 + 0,24 °© 320 + 0,04 ° 3,11 + 0,07 ° 297 + 0,16 °
16:00 20,78 + 0,06 & 2227 + 047 ° 21,71 + 031 ® 2203 + 052 ° 2169 + 0,20 ® 2216 + 053 °
16:1n7 6,72 + 0,03 °© 071 + 0,15 °© 075 + 044 °© 072 + 0,34 ° 072 + 035 ™ 0,78 + 207 °*?
16:2n4 072 + 004 ° 064 + 002 ® 058 + 003 ® 0556 + 0,03 ° 0,72 + 0,02 °
16:3n4 041 + 0,02 ¢ 0,40 + 0,07 ° 0,38 + 0,04 2 0,37 + 0,05 ° 0,36 + 005 "
18:00 6,19 + 0,05 °© 597 + 0,16 ® 586 + 0,22 ° 6,04 + 017 ® 6,03 + 004 2 6,35 + 0,28 °©
18:1n9 1588 + 0,13 * 2304 + 034 ° 2378 + 0,99 ° 2390 + 040 ° 2323 + 059 ° 2426 + 101 °
18:2n6 651 + 0,06 *° 6,80 + 0,18 °® 732 + 027 ° 728 + 0,04 ° 746 + 013 ° 787 + 0,38 ¢
18:3n3 0,86 + 0,01 @ 095 + 0,11 ° 223 + 053 ° 264 + 0,07 °© 261 + 007 ¢ 3,15 + 057 ¢
18:4n3 0,98 + 0,09 °© 0,72 + 0,05 °® 081 + 006 ® 082 + 0,07 *® 086 + 001 ™ 083 + 009
20:4n6 1,57 + 0,02 1,06 + 0,20 1,08 + 0,08 1,08 + 0,04 1,12 + 0,04 1,09 + 0,05
20:4n3 0,88 + 0,12 0,88 + 0,03 0,90 + 0,03 0,94 + 0,05 0,91 + 0,07
20:5n3 11,06 + 0,12 °© 749 + 016 ° 708 + 027 *® 6,89 + 0,15 2 7,08 £+ 017 2 6,87 + 033 ?
20:1n9 0,92 + 0,02 *° 129 + 0,04 °© 124 + 0,12 ™ 1,22 + 0,09 ™ 1,13 + 0,06 ° 1,19 + 0,13 ™™
22:5n3 394 + 0,11 °© 245 + 0,06 248 + 017 ° 230 + 0,08 *° 2,34 + 0,04 2 233 + 0,15 @
22:6Nn3 2003 + 042 ¢ 1433 + 041 ° 13,90 + 0,80 *® 13,73 + 0,31 °® 1442 + 056 ® 1388 + 076 *®
Saturados (SFA) 30,77 = 0,12 31,78 + 0,65 30,90 + 0,42 3127 + 0,65 30,84 + 0,29 31,48 + 0,74
Monoenos (MUFA) 2353 + 0,18 * 3159 + 050 ° 31,72 + 0,90 ° 3152 + 041 ° 3081 + 044 ® 3061 + 1,65 °
HUFA 3659 + 063 °© 2622 + 055 ° 2543 + 1,16 *® 2490 + 054 °® 2589 + 0,77 *® 2508 + 126 °
n-3 36,87 + 0,73 ¢ 26,83 + 045 ° 2739 + 0,89 ® 2729 + 049 ® 2825 + 068 ° 279 + 076 *
n-6 808 + 0,04 ® 795 + 0,32 @ 839 + 0,30 *® 836 + 004 ® 858 + 0,15 ™ 896 + 0,35 °©
n-9 1681 + 0,15 * 2433 + 036 ° 2503 + 1,02 ° 2512 + 042 ° 2436 + 061 ° 2545 + 0,99 °
n-3 HUFA 3502 + 065 ¢ 2515 + 047 ° 2435 + 1,10 ® 2382 + 051 @ 2478 + 0,74 ® 2399 + 122 @
n-3/n-6 456 + 0,07 °© 338 + 014 ° 327 + 0,12 ® 326 + 005 ® 329 + 004 ® 313 + 0,17 ¢



EPA/DHA 2,81
AA/EPA 0,14
AA/DHA 0,08
MUFA/Nn-3 HUFA 0,67
MUFA/HUFA 0,64
MUFA/SFA 0,76

+ + H+ + +

I+

0,05
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00

ab

3,06
0,14
0,07
1,26
1,21
0,99

+ + ++ + +

I+

0,13
0,03
0,01
0,04
0,04
0,03

ab

2,86
0,15
0,08
1,31
1,25
1,03

+ + ++ + +

I+

0,11
0,01
0,00
0,09
0,09
0,03

ab

3,00
0,16
0,08
1,32
1,27
1,01

+ + H+ H+ H+

I+

0,07
0,00
0,00
0,04
0,03
0,03

3,02
0,16
0,08
1,24
1,19
1,00

+ + H+ H+ H+

I+

0,04
0,00
0,00
0,05
0,05
0,01

bc

2,95
0,16
0,08
1,28
1,22
0,97

+ + H+ H+ H+

I+

0,09
0,00
0,00
0,10
0,10
0,07
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abc

Los valores representan la media + sd (n = 4). En cada fila las diferencias significativas entre tratamientos para un mismo acido graso se indican con distintos superindices (P < 0,05).
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Estudio de las actividades enzimaticas digestivas

Este estudio se realiz6 con el objetivo de conocer cul es la influencia de la inclusion de S.
almeriensis sobre las actividades enzimaticas digestivas en juveniles de dorada. En el
analisis se han considerado dos grupos de enzimas distintas: i) aquellas indicadoras de la
capacidad digestiva como son la proteasa alcalina total, tripsina, quimotripsina y amilasa, y
ii) aquellas otras que se pueden utilizar como marcadores de la capacidad de absorcién a
nivel intestinal como la fosfatasa alcalina y la aminopeptidasa.

La Tabla 7 muestra los valores obtenidos para cada una de estas actividades en funcién del
alimento que se suministrd a los peces. La inclusion de S. almeriensis no ejercié un efecto
negativo sobre las actividades enzimaticas estudiadas. De forma general, los peces
alimentados con piensos suplementados con la microalga presentaron unos niveles de
actividad mas altos que los peces alimentados con el pienso control, observandose en
algunas actividades como son la tripsina, la fosfatasa alcalina y la aminopeptidasa, la
existencia de diferencias significativas respecto al control. De manera méas especifica, los
individuos alimentados con los piensos SC25 y SC37 mostraron mayores niveles de
actividad, destacando la fosfatasa alcalina y la aminopeptidasa en los peces alimentados

con SC37, y la tripsina en los alimentados con SC25.

Con el propdsito de visualizar las proteasas intestinales presentes en los extractos
intestinales se realizé un zimograma para analizar si la inclusion de biomasa algal modifico
el patron de enzimas de los peces. En la Figura 1 se muestran los resultados obtenidos para
los peces de cada tratamiento, observandose que todos ellos presentan un patron de

proteasas similar caracterizado por cinco enzimas proteoliticas claramente visibles.
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Tabla 7. Actividades enzimaticas digestivas (U/g tejido) en los juveniles de dorada
alimentados con piensos que contienen biomasa algal (media £ DS).

Actividad enzimatica Control SC25 SC37 SC50 SC75

Capacidad digestiva
Proteasa alcalina (x1000) 2,13+ 0,47 2,26+054 2,38+0,864 2,23+£0,673 2,79+0,659

Tripsina 0,20+0,03° 0,25+0,03* 0,21+0,04® 0,23+0,04® 0,23+
0,04

Quimotripsina 505+199 667+098 531+146 557+088  556+1,61

Amilasa 1,77+087  1,77+031 196+044  1,79+048 2,06+ 0,50

Capacidad de absorcién
Leucina aminopeptidasa 0,77 +0,10° 1,05+0,25® 1,10+0,43* 0,92+0,13® 0,72 +0,19°
Fosfatasa alcalina 29,33 +5,13° 33,13 38,62 +9,70° 29,88 + 23,87 %
9,76® 4,74% 4,56°

En cada fila, los valores con distinto superindice presentan diferencias significativas entre tratamientos (P < 0,01).

Control SC25 SC37 SC50 SC75

&~
o |

+ ~——

Figura 1. Substrato-SDS-PAGE de los extractos intestinales de los juveniles de S. aurata
alimentados con piensos que incluyen distinta proporcion de harina algal. En cada carril se
incluyeron 2 unidades de actividad proteasa alcalina de un extracto enzimatico elaborado a

partir de los tejidos de 3 peces distintos de un mismo tratamiento.
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Estudio de la presencia de factores antinutritivos en la biomasa algal y en los piensos

experimentales.

Para evaluar la presencia de sustancias antinutritivas se realizd un ensayo de inhibicion
empleando como potencial solucion inhibitoria cada uno de los extractos preparados a
partir de la harina de microalga y los piensos experimentales. Los resultados obtenidos
indican que ni la biomasa algal ni las dietas experimentales contienen sustancias que tengan
la capacidad de inhibir a las proteasas digestivas de los ejemplares juveniles de dorada
(resultados no mostrados). Ademas, este resultado corrobora el hecho de que en el
zimograma (Figura 4) no se evidencie alteracion alguna del patron de bandas caracteristico
de la dorada cuando los ejemplares son alimentados con los distintos piensos

experimentales.

Estudio de la estructura histoldgica del higado e intestino

La estructura tisular del higado de los ejemplares de S. aurata se muestra en la Figura 2. En
general, a menor aumento no se aprecio la existencia de alteraciones estructurales en el
tejido hepéatico como consecuencia de la ingesta de piensos que incluyesen S. almeriensis.
En todos los casos los hepatocitos presentaron nucleos ligeramente excéntricos vy
polarizados hacia el centro de las rosetas y, en su conjunto, dirigidos hacia los capilares
hepéticos ramificados (Figura 2A, B, E y F). A mayor detalle se evidencié que las doradas
alimentadas con SC37 presentaron algunos hepatocitos ligeramente mayores, con cierto
grado de vacuolizacién intracelular (véase Figura 2D). A pesar de lo anterior, los peces
alimentados con microalgas mostraron hepatocitos normales, con nucleos evidentes y con
patentes nucleolos, y una abundante ramificacion de los capilares y sinusoides,
observandose en general una estructura tisular compacta. Los acinos pancreaticos
contenidos en higado presentaron una apariencia normal con patentes granulos de

zimogeno (Figura 2E y C).

Alarcon et al. 2013. Utilizacion de Algas como Ingrediente Alternativo en la Alimentacion de Peces Marinos. En: Cruz-Sudrez, L.E., Ricque-
Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Alvarez-Gonzalez, C. (Eds), Contribuciones Recientes
en Alimentacion y Nutricion Acuicola, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México, pp. 127-190.



157

La estructura tisular del intestino de los peces se muestra en las Figuras 3 y 4. En la Figura
3 se ilustra el tejido intestinal de las doradas del tratamiento control. La morfologia del
intestino proximal (IP) y del distal (ID) mostraron una apariencia normal, con vellosidades
largas en las que los enterocitos se disponen regularmente con sus nucleos alineados (véase
en la Figura 3A la disposicion tipica de los nucleos de los enterocitos en la vellosidad a
modo de “dedos en un guante™). Se observan células mucosas distribuidas de forma regular
a lo largo de las vellosidades intestinales. Las microvellosidades intestinales se aprecian
como una banda mas densa en la superficie de la mucosa (véase la Figura 3D). La lamina
propria esta constituida por una delgada capa de células en la base de los enterocitos, y en
ella se aprecian leucocitos distribuidos de forma regular, siendo ambos hallazgos
caracteristicos de una mucosa intestinal sana. En la Figura 4 se muestra el detalle de la
estructura histologica del intestino proximal de los peces alimentados con piensos que
incluyen S. almeriensis. En general, el estudio histologico revel6 que no se producen
alteraciones de la estructura tisular en comparacion con los peces del tratamiento control, a
excepcion del ligero incremento en el nimero de células caliciformes observado en el

intestino proximal de algunos de los peces alimentados con SC50 (Figura 4G).

A partir de las imagenes obtenidas al microscopio del higado se estimé la longitud del eje
mayor y el area de los hepatocitos (Tabla 8). En general, los hepatocitos de los peces
alimentados con SC50 presentaron un tamafio menor que en el resto de los tratamientos.
Los valores del eje mayor fueron menores en SC50, aunque solo con diferencias
significativas respecto a los peces de SC75. Por su parte, el area de los hepatocitos fue
significativamente menor en SC50 (P < 0,05).

La Tabla 9 muestra los valores resultantes tras las mediciones realizadas en las
preparaciones histologicas de intestino. Todos los peces alimentados con piensos que
incluyen harina algal mostraron una mayor longitud de las vellosidades en el intestino distal
respecto al control. En cuanto a la altura de los enterocitos, en general ésta fue mayor en los
piensos que incluian S. almeriensis, aungue sin presentar diferencias significativas respecto

al control.
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Tabla 8. Longitud del eje mayor y area de los hepatocitos en los ejemplares juveniles de S.

aurata alimentados con los piensos experimentales (media + sd, n = 4 individuos).

Tratamiento Longitud del eje mayor (um) Area (um®)
SC25 2182 + 300 ® 238,55 + 5513 °
SC37 2150 + 325 @ ® 230,88 + 6851 °
SC50 1996 =+ 249 ° 192,85 + 4293 @
SC75 2209 = 316 ° 234,46 + 4556 @ °

En cada variable las diferencias significativas se indican con distintos superindices (P < 0,05).

Tabla 9. Altura de las vellosidades y de los enterocitos del intestino proximal y distal de los

juveniles de S. aurata alimentados con los piensos experimentales (media = sd, n = 4

individuos).

Altura de las vellosidades (um)

Altura de los enterocitos(um)

ab

Control 560,61 + 174,87 3597 + 9,08
o = SC25 533,67 + 228,92 3801 + 736 ®
c
g § SC37 45120 + 144,29 32,74 + 938 @
-~ o
£ = SC50 526,59 + 189,21 4431 + 670 °
SC75 618,15 + 201,87 4340 + 897 ®
Control 33490 + 12551 ° 4181 + 1287 ®
2 SC25 45006 + 15305 4824 + 1564 °
e}
=) SC37 560,61 + 174,87 ™ 3597 + 9,08 °
g SC50 566,95 + 14509 ™ 46,12 + 7,18 ®
= SC75 657,85 + 92,95 ¢ 4213 + 16,05

En cada variable las diferencias significativas se indican con distintos superindices (P < 0,05).
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Figura 2. Detalle de la estructura tisular del higado en los ejemplares juveniles de S. aurata alimentados con SC25 (Ay C), SC37 (B y D),
SC50 (Ey G),ySC75 (FyH).En A, B, EyF: Tinciébn H&E, 40X. En C, D, G y H: Tincién H&E, 400 X. (p: tejido pancreatico, *
inclusiones lipidicas).



Figura 3. Detalle de la estructura tisular del intestino proximal (IP en Ay C) y distal (ID en B y D) de los ejemplares juveniles de S. aurata alimentados
con el pienso control (CT). En Ay B: Tincién H&E, 40X. En C y D: Tincién H&E, 400 X. (cm: células mucosas, le: leucocitos, li: luz intestinal, Ip:

lamina propria, mv: microvellosidades intestinales, ne: ndcleos de los enterocitos, ve: vellosidad intestinal).



Figura 4. Detalle de la estructura tisular del intestino proximal en los ejemplares juveniles de S. aurata alimentados con SC25 (A
yE), SC37 (ByF), SC50 (CyG),ySC75(DyH).En A, B, CyD: Tincion H&E, 40X. En E, F, G y H: Tincion H&E, 400 X.



Estudio de la ultraestructura de la mucosa intestinal

Con el propdsito de estudiar el efecto de la suplementaciéon con S. almeriensis sobre la
estructura de la mucosa intestinal se obtuvieron una serie de imagenes tanto por TEM como
por SEM para la zona proximal del intestino. Estas imagenes se analizaron mediante el
programa de software libre UTHSCA ImageTool para conocer y comparar el efecto que

produce cada uno de los tratamientos en la superficie de absorcion de nutrientes.

Las Figuras 5 y 6 muestran algunas de las imagenes TEM y SEM obtenidas del intestino
proximal. A partir de las mediciones efectuadas sobre las imagenes TEM se comprobo la
existencia de diferencias significativas en la altura de las microvellosidades intestinales
(Figura 5). En concreto en los peces de los tratamientos SC37 y SC75, la altura de éstas fue
casi del doble de magnitud que la presente en los peces de los demas tratamientos. También
se apreciaron diferencias significativas en la superficie apical de los enterocitos (Figura 6),

que también fue mayor en los animales alimentados con los piensos SC37 y SC75.

La Tabla 10 recoge los resultados del analisis morfométrico efectuado a partir de las
imagenes con el programa UTHSCA ImageTool. En general, los peces alimentados con
microalgas presentaron mayor altura y diametro de sus microvellosidades intestinales y sus
enterocitos fueron de mayor tamafio. De igual forma, la superficie de absorcién por
enterocito fue significativamente mayor en los peces alimentados con microalgas que en los
animales del control. En particular, los peces de los grupos SC37 y SC75 presentaron los
valores mas altos llegando a superar de forma notable los valores obtenidos con el pienso

Control.

De los resultados obtenidos es evidente que en la zona proximal del intestino la
suplementacion con S. almeriensis ocasiona un incremento en la superficie de absorcion de

la mucosa intestinal. El valor maximo en el intestino proximal se alcanz6 con SC37.



163

Tabla 10. Resultados (media + sd) del analisis morfométrico efectuado en la mucosa del

intestino proximal a partir de las imagenes TEM y SEM. Los valores con distinto

superindice indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0,01).

Parametros Control SC25 SC37 SC50 SC75
Altura microvilli (um) 2,07+0,25° 1,83+0,17°  2,64+0,66° 1,57+0,09°  1,95+0,50°
Diametro microvilli (um) 0,09+0,01° 0,12+#0,01° 0,12#0,01°  0,14#0,01*  0,100,01°
Area apical enterocito (um?) 11,3+4,0°  18,915,2° 28,8+4,1° 14,2+38°  20,6%3,1"
Superficie absorcion/enterocito 693,9+82,0 769,2+72,2 1522,6+379, 414,1+23,6 1014,1+256,
(umz) d c 6 e 9P
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Figura 5. Detalle de las microvellosidades intestinales del intestino proximal de los

juveniles de dorada alimentados con pienso control, SC25, SC37, SC50 y SC75. Imégenes
TEM (en el margen inferior derecho se indica la escala de cada imagen).
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Figura 6. Detalle de la cara apical de los enterocitos del intestino proximal de los juveniles
de dorada alimentados con pienso control, SC25, SC37, SC50 y SC75. Iméagenes SEM (en
el margen inferior derecho se indica la magnificacion de cada imagen).
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Anélisis global de los resultados

Con el proposito de realizar una evaluacion global del agrupamiento de los distintos
tratamientos experimentales y ver la similitud entre ellos se realizé un analisis de clUster.
Por un lado se utilizaron los pardmetros zootécnicos contenidos en la Tabla 2 y de otro se
realiz6 un segundo dendrograma considerando en el analisis todas las variables obtenidas
en el estudio (parametros zootécnicos, datos del estudio histolégico, composicion proximal,
y de acidos grasos del higado y musculo). Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 7, y evidencian una fuerte separacion de los tratamientos SC25 y SC75 del resto,
cuando en el estudio se consideraron Unicamente los pardmetros zootécnicos (Figura 7A).
Los tratamientos SC37 y SC50 aparecen mas cercanos al control, con un 16% y un 8% de
similitud, respectivamente. Por otra parte, en la Figura 7B se muestra el dendrograma
cuando se utilizan todas las variables. En este caso SC25, SC50 y SC75 quedan claramente
separados del resto de tratamientos, y finalmente la dieta SC37 se muestra méas cercana al

alimento control.
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Figura 7. Resultados del analisis de cluster multivariante realizado con (A) los parametros
zootécnicos y (B) con todos los pardmetros (zootécnicos, perfil de acidos grasos, variables

del estado inmune, datos histoldgicos y composicidn proximal) obtenidos en el estudio.

Evaluacion econdmica de la inclusion de S. almeriensis en piensos para peces marinos

carnivoros

La Tabla 11 recoge los datos, resultados de la evaluacion econémica derivada de sustituir la
harina de pescado por biomasa de S. almeriensis en los piensos para juveniles de dorada.
Para el calculo se han considerado dos precios hipotéticos, i) por un lado un valor de 7 € kg’
! que ha sido propuesto para la biomasa de la especie Phaeodactylum tricornutum que es

una microalga cuya composicién bioquimica es muy similar a S. almeriensis (Belarbi et al.
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2000) v, ii) de otro 12,6 € kg™ propuesto por Acién et al. (2012) para esta misma especie
cuando se producen en planta 200 ton afio™. La diferencia de precio de mercado entre los
derivados del pescado y la biomasa microalgal determina que se produzca un notable
sobrecoste del producto final a medida que se incrementan los niveles de microalga en el
pienso, a pesar de que paralelamente se reduce la proporcién de materias primas derivadas
de la pesca extractiva. Cuando se utiliza un nivel de sustitucion del 25%, el precio
hipotético del pienso se incrementa entre 0,7 y 1,4 veces (segun el precio de la biomasa
algal considerado) en comparacion con un alimento elaborado basicamente con derivados

del pescado.

Tabla 10. Evaluacion econdmica hipotética derivada de la sustitucion de la harina de

pescado por biomasa de S. almeriensis en piensos comerciales para el preengorde de

S. aurata.

Control  SC25 SC37 SC50 SC75
Opcidn 1: Gasto 1 en S. almeriensis (€/t)" - 903 1.358 1.806 2.709
Opcidn 2: Gasto 2 en S. almeriensis (€/t)* - 1.625,4 2.444.4 3.250,8 4.876,2
Ahorro en derivados del pescado (€/t) 90 136 181 273
Precio Opcién 1 (€/kg)° 0,59 1,31 1,67 2,03 2,75
Precio Opcién 2 (€/kg)3 0,59 2,03 2,76 3,48 4,92
Incremento precio Opcion 1 (€/kg) - 0,72 1,09 1,44 2,16
Incremento precio Opcion 2 (€/kg) - 1,44 2,17 2,89 4,33

! Gasto 1: 7 €/kg de harina microalgal. Gasto 2: 12,6 €/kg harina microalgal. ? Los precios utilizados para las estimaciones realizadas son
1,09 €/kg para la harina de pescado (valor medio en 2011 para la harina de pescado chilena con 65% de proteina, segun el Fondo
Monetario Internacional, http://www.imf.org) y 1,06 €/kg para el aceite de pescado (valor medio de 2011 segin la FAO,
http://dx.doi.org/10.1787/888932428253). ® Estimacion del gasto en derivados de pescado y en microalgas por cada kg de pienso. No se

incluyen en el estudio los gastos derivados de otros macronutrientes, aditivos, microelementos, maquinaria, etc.,

La Figura 8 muestra la representacion del analisis de coste-beneficio considerando, por un
lado el incremento del precio del pienso estimado con los dos precios distintos de la
biomasa S. almeriensis, y de otro el balance FIFO (Fish In—Fish Out) resultante de sustituir
la harina de pescado por biomasa algal. A partir de la representacion se puede determinar el
punto de equilibrio entre ambos factores con el proposito de determinar si los posibles
beneficios derivados (fundamentalmente medioambientales al reducir la presion por pesca
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extractiva) de la reduccion de harina de pescado estan en proporcion con el incremento de
los costes derivados del uso de biomasa microalgal. De la gréfica se desprende que, cuando
se considera al balance FIFO como principal beneficio de la reduccion del uso de la harina
de pescado, los valores recomendables de inclusién de S. almeriensis son un 43,5% y 75%

para la Opcion 1y 2, respectivamente.
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Figura 8. Andlisis de costes-beneficios derivados de la sustitucion progresiva de harina de
pescado por biomasa de S. almeirensis en piensos para el preengorde comercial
de S. aurata.

Discusién

La utilizacion de harinas derivadas de macroalgas y microalgas en la alimentacion de peces
de agua dulce y agua marina ha sido descrita con anterioridad por numerosos autores
(Appler & Jauncey, 1983; Nakagawa et al. 1997; Lu et al. 2004; Kumar et al. 2004; Atalah
et al. 2007; Dallaire et al. 2007; Hasan & Chakrabarti, 2009; Rico, 2012). En particular, las
microalgas han sido identificadas como un potencial recurso de proteinas para la
alimentacion animal debido a su alto contenido proteico con una proporcién interesante de
aminoéacidos esenciales, asi como de vitaminas y minerales. En este sentido las microalgas
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y sus derivados constituyen una fuente proteica alternativa de interés en produccion
acuicola (Ehremberg, 1980).

Crecimiento y aprovechamiento nutritivo de los piensos

Son numerosos los estudios publicados hasta la fecha que describen los efectos de la
utilizacion de los derivados de harinas de microalgas y pastos marinos sobre el crecimiento
de peces marinos cuando los primeros se utilizan como aditivos 0 componentes secundarios
en la alimentacion de los segundos. Por ejemplo, Mustafa et al. (1994) describen que un
nivel de inclusion del 5% de las algas Ascophyllum y Spirulina incrementa las tasas de
crecimiento y utilizacion del alimento en ejemplares de Pagrus major de un afio de edad.
También, Mustafa et al.(1995) evaluaron la eficacia de tres macroalgas marinas
(Ascophyllum nodosum, Porphyra yezoensis y Ulva pertusa) utilizando el mismo nivel de
inclusion en esta misma especie, y describiendo resultados similares. No obstante, existen
estudios en los que se pone de manifiesto que la utilizacion de estos ingredientes
disminuyen el crecimiento de los peces, como ocurre en los alevines de salmonete gris
(Chelon labrosus) alimentados con piensos que contienen un 8 y 18% sobre el total del
alimento biomasa de biomasa de Porphyra purpurea (Davies et al. 1997). Todo apunta a
que el efecto puede variar segun el tipo de alga utilizada y la especie de pez que se alimente
con ella. En cualquier caso en la revision Hasan & Chakrabarti (2009) se indica que
aproximadamente entre el 10-15% de las necesidades de proteina de cada especie pueden
ser sustituidas por proteina algal sin que ello comprometa el crecimiento o la utilizacion del
alimento por parte del pez. Ademas parece que existe una reduccion progresiva del
crecimiento conforme se incrementan los niveles de microalgas en el alimento. No obstante
lo anterior, en el presente estudio los ejemplares juveniles de dorada aceptaron sin
problemas todos los piensos experimentales sin evidenciarse que hubiese un rechazo del
alimento producido por la inclusion de la harina algal a los niveles ensayados. Ademas, al
final del ensayo la mayoria de los peces triplicaron su peso inicial, registrandose tan solo

dos bajas durante el experimento.
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Los resultados obtenidos indican que el crecimiento de los juveniles de dorada no se ve
afectado negativamente por la sustitucion parcial de la harina de pescado por biomasa
liofilizada de Scenedesmus almeriensis, observandose incluso una mejora significativa en el
peso final de los animales alimentados con los piensos SC37. La sustitucion parcial de la
harina de pescado por biomasa algal ha sido realizada con éxito en diversas especies de
peces como la carpa (Nandeesha et al. 2001), la tilapia (Isik et al. 1999) y la trucha arcoiris
(Dallaire et al. 2007), ademas sin que ello ejerza un efecto negativo sobre el crecimiento de
los animales. En el presente estudio también se pone de manifiesto que la inclusion de la
harina algal no solo no ejerce un efecto negativo sobre el crecimiento de los peces sino que
ademas, cuando el porcentaje de sustitucion de la proteina de la harina de pescado es del
37,5% se incrementa el peso medio final de los peces, aunque solo con diferencias
significativas respecto a los peces alimentados con SC25 y SC75. Del mismo modo, parece
haber un efecto dosis-respuesta ya que los niveles de sustitucion inferiores y superiores al
37% ocasionan que los peces presenten pesos medios corporales mas bajos respecto a

SC37, aunque sin diferencias significativas respecto al tratamiento control.

En diversos estudios se ha puesto de manifiesto que el nivel 6ptimo de sustitucion de la
harina de pescado por harina algal varia en funcién de la especie de microalga que se
utilice. Asi Olvera-Novoa et al. (1998) ensayaron niveles de sustitucion del 20 al 80% de la
proteina de origen animal por proteina de Spirulina maxima en piensos para tilapia
(Oreochromis mossambicus), sin encontrar efectos negativos sobre el crecimiento hasta un
40% de sustitucion. Sin embargo, estos mismos autores describieron que la menor ingesta
observada para niveles de sustitucion mas altos fue debida a un aumento en la dureza de los
granulos, como consecuencia del mayor contenido de microalga. Por el contrario, en el
presente estudio no se ha observado que se produzca una reduccién en los niveles de
ingesta que sean achacables a la inclusion de S. almeriensis. De igual modo, Kumar et al.
(2004) utilizaron biomasa seca de la microalga Spirogyra en piensos para carpa (Catla
catla), con niveles de inclusion del 10 al 40%, sin observar efectos negativos en el
crecimiento. En este caso, estos Ultimos autores indican que los buenos resultados

obtenidos son atribuibles a la abundancia de aminoacidos esenciales en esta microalga asi
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como a la degradacion de la fibra del alimento por las bacterias presentes en el intestino de
la carpa. Por su parte, en otro estudio Dallaire et al. (2007) utilizaron como ingrediente
alternativo a la harina de pescado una mezcla obtenida a partir de las microalgas
Scenedesmus sp., Chlamydomonas sp. y las cianobacterias Lyngbya major e Hydrococcus
rivularis en un experimento con alevines de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
observando que la inclusion de un 12,5% de la mezcla anterior no produce efectos
negativos sobre el crecimiento de los peces. No obstante, cuando se utilizaron niveles mas
altos de inclusion se evidencid una reduccion del crecimiento de los animales como
consecuencia de que tales piensos resultaron deficitarios en energia y proteina, y no
satisficieron las necesidades minimas de esta especie. En este caso, el disefio experimental
del estudio tiene como principal limitacion el que los piensos experimentales no fueron
isoproteicos (por ejemplo, 58% de proteina cruda en el control vs un 41% en el que incluye
un 50% de microalgas) e isoenergéticos, y por tanto los resultados obtenidos pudieron ser
consecuencia de cualquiera de los dos factores (el nivel de algas o el desequilibro de
nutrientes) o, incluso, a la interaccidn entre ambos. En el presente estudio y para minimizar
este efecto todos los piensos experimentales fueron formulados para que resultasen

isoproteicos e isoenergeéticos.

Adicionalmente, en su estudio Dallaire et al. (2007) apuntaron que la reduccion del
crecimiento y de la tasa de eficiencia de la utilizacion del alimento, cuando el porcentaje de
inclusion de microalgas es alto, puede deberse a la presencia de factores antinutritivos y/o
al exceso de sales minerales, los cuales pudieron haber ocasionado un menor
aprovechamiento digestivo del alimento y/o un aumento en la retencién de liquidos a nivel
intestinal que generaria una tasa mayor de excrecion, respectivamente. Sin embargo, estos
autores no presentan resultados que confirmen la primera de las hipotesis, lo que podria
haberse contrastado facilmente con la realizacion de un ensayo de deteccion de inhibidores

de proteasa en los extractos acuosos preparados a partir de las harinas de microalgas.

Llegados a este punto, es preciso diferenciar claramente las dos formas distintas que se

utilizan en la literatura cientifica para indicar el grado de inclusion de harinas de algas en
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los alimentos experimentales. Por un lado i) cuando se hace referencia al nivel de inclusion
de la biomasa algal en porcentaje sobre peso seco del alimento, y ii) de otro cuando se
considera el porcentaje de la proteina de la harina de pescado que es reemplazada por la
proteina procedente de las algas. Asi, mientras en algunos trabajos (Ergln et al. 2009;
Dallaire et al. 2007; Wassef et al. 2001) se considera el porcentaje de biomasa algal
incluida en el alimento, en otros (Olvera-Novoa et al. 1998; Nandeesha et al. 1998) se tiene
en cuenta el nivel de sustitucion de la proteina de origen animal por proteina de origen
algal. Lo anterior debe tenerse en cuenta cuando se comparan los resultados de distintos
estudios, de forma que para evitar confusiones en el primero de los casos se indicara como
la “inclusion” de harina algal y en el segundo como “sustitucion” de la harina de pescado
por harina algal. A titulo de ejemplo, y considerando las dos perspectivas, para el pienso
SC37 el nivel de sustitucion de la proteina de pescado por proteina algal es de un 37%,
mientras que este valor se corresponde con un el nivel de inclusion de la biomasa algal en
el pienso de un 20%. De este modo, en el presente estudio el porcentaje de inclusion de la
biomasa de S. almeriensis mas alto que se ha ensayado se corresponde con un valor cercano
al 40%.

Los valores obtenidos para la tasa de crecimiento especifico (SGR) fueron similares a los
descritos en otros experimentos llevados a cabo con juveniles de dorada por otros autores
(Sanchez Lozano et al. 2007; Andrew et al. 2004; Gomez-Requeni et al. 2004). También se
ha descrito que la sustitucion total de la harina de pescado por biomasa de Spirulina
platensis incrementa la tasa de crecimiento especifica en Labeo rohita, pero no asi Catla
catla (Nandeesha et al. 2001), lo que evidencia que el efecto parece ser especie especifico.
Ademas, en otros casos se ha descrito que la inclusion de microalgas reduce las tasas de
crecimiento de los peces. Por ejemplo, Zhao et al. (2006) encontraron que la inclusion de
un 59% de Microcystis aeroginosa en piensos de primera edad para alevines de carpin
dorado (Carassius auratus) reduce el crecimiento y el valor de SGR. En general, en el
presente estudio ninguno de los parametros de aprovechamiento nutritivo se vieron
afectados por la utilizacion de harina algal al no existir diferencias significativas respecto a

los peces alimentados con el tratamiento control.
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El indice hepatosomatico (IHS) se utiliza para evaluar si las variaciones en la composicion
del alimento ocasionan un aumento o una disminucién del tamafio del higado del pez. El
valor medio de IHS se redujo conforme se incrementd la inclusion de harina de microalga
en el alimento. EI higado es el principal 6rgano implicado en el metabolismo de los peces y
cualquier desequilibrio en la alimentacion suele verse reflejado en este 6rgano como un
incremento de su tamafo, debido a la acumulacién de lipidos. Diversos autores han
demostrado que existe una clara relacion entre el porcentaje que representa la fraccion
hepética en el conjunto del pez y la composicion quimica del alimento que éste ingiere. La
reduccion progresiva del valor de IHS en este estudio parece indicar que se produce una
mayor tasa de uso metabdlico y/o movilizacion de lipidos hepaticos conforme se
incrementa el contenido en microalga en los piensos. En efecto, se ha confirmado que se
incrementa el metabolismo lipidico, especialmente el de las rutas lipoliticas en peces
alimentados con piensos que incluyen macro- y microalgas (Nakagawa, 1997). En concreto
si se considera el perfil de acidos grasos, Caballero et al. (2004) describieron que los
niveles altos de 18:3n-3 en el alimento favorecen la utilizacién metabdlica de los lipidos
hepaticos en la dorada, reduciéndose el tamafio de este 6rgano, y por lo tanto, el valor del
indice hepatosomatico. Ergiin et al. (2009) apuntaron que la inclusion de algas marinas
favorece la movilizacién de los lipidos del alimento para ser utilizados como fuente de
energia en el metabolismo del animal. Este fendmeno ha sido igualmente descrito por
Piedecausa et al. (2007), quienes observaron que al sustituir el aceite de pescado por aceite
de linaza (rico en &cido linolénico) en piensos para sargo (Diplodus puntazo) se reduce el
valor del indice hepatésomatico respecto al de los peces alimentados con un pienso control
gue no incluye microalgas. En relacién con esto Gltimo, uno de los acidos grasos mas
abundantes en la biomasa de S. almeriensis es el acido linolénico, lo cual queda reflejado
en el incremento que se produce en la proporcion de este acido graso en el pienso conforme
se aumenta el nivel de sustitucion de la microalga, y esto a su vez también queda reflejado
en los perfiles de acidos grasos del musculo y el higado de las doradas alimentados con

estos piensos experimentales.
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El balance FIFO (del inglés “Fish-in: Fish-out ratio”) es un parametro que se ha
introducido recientemente para calcular la cantidad de pescado salvaje necesaria para
producir 1kg de pescado de acuicultura (Jackson, 2009; Kaushik & Troell, 2010). En los
piensos comerciales de dorada, el nivel de inclusion de harinas y aceites de pescado es del
orden de 5009 kg™ y 150g kg?, respectivamente (Kaushik & Troell, 2010). Con los
resultados obtenidos en el presente estudio, el FIFO obtenido para esta etapa del preengorde
de la dorada con el pienso SC37, que contiene 395g kg™ de harina de pescado y 180g kg™
de aceite, es de 2,56. De este modo, con algo méas de 2kg de pescado salvaje se podria
obtener 1kg de biomasa de peces de preengorde en comparacion con los 3,5kg de biomasa
necesarios si se utiliza el pienso control. A la luz de los datos, y si la produccion de S.
almeriensis puede llevarse a cabo a un precio competitivo, es evidente que la utilizacién de
esta microalga puede contribuir a que la produccion acuicola en un futuro pueda ser una

actividad mas sostenible y respetuosa con el medio ambiente.
Composicion quimica de los peces

La composicion proximal corporal de los juveniles de S. aurata no presentd diferencias
significativas entre los distintos tratamientos experimentales. El contenido lipidico y
proteico en la canal de los juveniles de S. aurata es similar al descrito por varios autores
para individuos de esta especie con un mismo peso (Robaina et al. 1998; Ibeas et al. 1997,
1996). No obstante, los peces alimentados con SC37 y SC75 presentaron un mayor
contenido de proteina y menor de lipidos que los peces de los demas tratamientos, aunque
sin ser las diferencias estadisticamente significativas. En general, estos resultados son
similares a los descritos para otras especies en los que se sustituyo la harina de pescado por
harina algal (Zhao et al. 2006; Nandeesha et al. 2001; Olvera-Novoa et al. 1998). Sin
embargo, existen numerosos experimentos en los que se modifica la composicion corporal
de los peces cuando se sustituye la harina de pescado por harina algal. Por ejemplo,
Dallaire et al. (2007) y Nandeesha et al. (1998) comprobaron que el incremento del nivel
de inclusién de harina algal disminuye la proporcién de la fraccion lipidica contenida en la

canal de los alevines de trucha arcoiris y carpa comun, y este hecho que concuerda con el
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aumento de la actividad lipolitica que ocasiona el consumo de microalgas (Nakagawa,
1997). Pero este efecto parece no ser igual en todas las especies ya que la inclusion del alga
Spirogyra incrementa significativamente el contenido graso de los tejidos de Catla catla
(Kumar et al., 2004), y el uso de biomasa de Spirulina ejerce el mismo efecto en C. catla 'y
Labeo rohita (Nandeesha et al. 2001). ElI hecho de que en el presente estudio no se
modifique la composicion proximal de los peces parece indicar que los piensos tienen una
composicion equilibrada, y que se produce un buen aprovechamiento del alimento con

independencia de cual sea la proporcion de microalga utilizada para su preparacion.

Perfil de acidos grasos en los tejidos de los peces

De Pauw & Persoone (1988) indican que las microalgas son un elemento clave en la
alimentacion de numerosas especies que son cultivadas. Ademas, las microalgas suelen
presentar un perfil sencillo de acidos grasos que facilita su purificacion, constituyendo por
tanto, un recurso ilimitado que puede ser producido en cantidades industriales bajo
condiciones ambientales controladas. Ademas, los cultivos son muy versatiles pudiéndose
modificar la composicion de acidos grasos en funcion de la especie y medios de cultivo
utilizados (Medina et al. 1998). Los &cidos grasos de mayor interés presentes en las
microalgas son los acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3, en particular EPA y DHA,
por lo que resultan de gran interés como ingrediente alternativo a la harina de pescado. El
contenido de acidos grasos de las microalgas depende no solo de la especie considerada
sino también de factores relacionados con las condiciones de cultivo como son la
composicion del medio, pH, aireacion, temperatura, intensidad de luz, y edad del cultivo
(Medina et al. 1998). En el caso concreto particular de S. almeriensis, el porcentaje de
acidos grasos linoleico (18:2n-6) y linolénico (18:3n-3) es 5 y 6 veces mas alto,
respectivamente, que en la harina de pescado. Tal y como era de esperar, los piensos
experimentales que incluian biomasa de S. almeriensis presentaron ciertas diferencias en su
composicion de acidos grasos con respecto al pienso control (que fue formulado

fundamentalmente con derivados de pescado), y principalmente estuvieron caracterizados
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por un incremento en la proporcion de linoleico y linolénico, y una ligera reduccion del

contenido de EPA y DHA a medida que se incrementd el nivel de microalgas.

De este modo, el perfil de acidos grasos de los tejidos hepéatico y muscular reflejo el perfil
de los distintos piensos experimentales. Este un hecho ampliamente descrito en peces que la
composicion de acidos grasos del alimento se refleja en la de sus propios tejidos (Benedito-
Palos, 2010). Asi, el mayor contenido de 18:2n-6 y 18:3n-3, y el menor de EPA y DHA, se
encontré en los peces alimentados con los piensos que incluian mayor proporcién de la
microalga S. almeriensis. El andlisis discriminante confirma que efectivamente se produce
una separacion de los distintos tratamientos en funcion del perfil de &cidos grasos que
presenten los peces en sus tejidos, cuando se usan los datos del tejido hepatico y del tejido
muscular. Estos resultados concuerdan con los descritos en otros estudios en los que se
pone de manifiesto que la composicion de acidos grasos de los tejidos de los peces marinos
refleja la de los lipidos que ingieren con el alimento (lzquierdo et al. 2005; Ganuza et al.
2008). Asi, la inclusién de harina algal dio como resultado un aumento en el porcentaje de
18:3n-3 en la fraccion lipidica de los filetes de S. aurata. EI aumento en el contenido en
acido linolénico en el filete de las doradas alimentadas con piensos con harina de S.
almeriensis podria mejorar la calidad nutritiva del pez, ya que este acido graso puede
reducir el riesgo de infarto en un 70% (De Lorgeril et al. 1994, 1999). A pesar de su
importancia en nutricion humana, hay pocos alimentos ricos en este acido graso, asi que su
incremento en el filete de dorada podria suponer un beneficio extra en su valor nutricional

cuando los peces fuesen engordados con piensos que incluyen esta microalga.

Como se ha indicado, la inclusion de harina de S. almeriensis dio como resultado una ligera
reduccion en los porcentajes de EPA y DHA en los tejidos. No obstante, en el musculo del
pez la reduccion de EPA fue algo mas marcada que para DHA, aunque los valores
practicamente no se vieron modificados respecto al tratamiento control. Este hecho podria
estar relacionado con la preferencia del uso metabolico del EPA sobre el DHA. Se ha
descrito que en el musculo blanco la beta-oxidacion mitocondrial se prioriza sobre la

oxidacion peroxisomal (Froyland et al. 2000). De este modo, al metabolizarse
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preferentemente el EPA en las mitocondrias sobre el DHA en los peroxisomas (Madsen et
al. 1998) se produciria cierto incremento del segundo respecto al primero en el tejido

muscular.

El ligero incremento del contenido de acidos grasos saturados en el tejido hepatico podria
tener relacion con su uso como sustrato energético para el metabolismo general del animal.
En otras especies también se ha documentado una mayor proporcion de &cidos grasos
saturados en este 6rgano (Mourente & Vazquez, 1996; Villalta et al. 2007, Martins et al.
2007, Lee & Kim, 2001, Lee & Cho, 2009, Biswas et al. 2009). Se ha descrito que los
peces obtienen la energia para el crecimiento y el mantenimiento de su actividad
metabolica sobre todo de las grasas saturadas y &cidos grasos monoinsaturados (16:0,
18:1n-9, 20:1n-9) del alimento (Ibeas et al. 1996; Tocher, 2003). Estos grupos de acidos
grasos son mas féciles de catabolizar via -oxidacion que los &cidos grasos poliinsaturados
n-3 (Sargent et al. 2002). Adicionalmente, los procesos de lipogénesis de acidos grasos se
producen principalmente en el higado (Bell et al. 1999; Martins et al. 2007), y los
productos resultantes se suelen depositar en los tejidos en forma de triacilglicéridos
(Sargent et al. 2002). Asi, el importante papel que juega el higado en el metabolismo
lipidico del pez justificaria el citado incremento en la proporcién este tipo de &cidos grasos

en este tejido.

Estudio de las actividades enzimaticas digestivas

El nivel de actividad de diversas enzimas digestivas ha sido empleado como un indicador
para estimar la capacidad digestiva en peces de acuicultura (Alarcon et al. 1998). En el
presente estudio se comprueba que la utilizacion de S. almeriensis no produce ningun
efecto negativo sobre las actividades enzimaticas analizadas, sino todo lo contrario ya que
en algunas de ellas se incrementa significativamente el nivel de actividad respecto al grupo
control (peces alimentados sin microalga). Tal es el caso de la tripsina, que es una enzima
clave en los procesos de digestion de proteina y como enzima activadora de otras enzimas

proteoliticas. De igual forma, las actividades aminopeptidasa y fosfatasa alcalina,
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localizadas fundamentalmente en la membrana del borde en cepillo de la superficie de los
enterocitos y que estan implicadas en las etapas finales de hidrdlisis y absorcion de los
nutrientes, también se incrementan significativamente con la inclusion de microalga en el
alimento. Resulta evidente que la combinacion de ambos efectos determina una mejor
eficiencia de los procesos de digestion y absorcion que tienen lugar a nivel intestinal. De
este modo la mayor tasa de crecimiento observada en los juveniles de dorada cuando son
alimentados con S. almeriensis podria estar relacionada con una mejor eficiencia en la
utilizacion del alimento como consecuencia del incremento del nivel de actividad de

algunas de las enzimas implicadas en el proceso digestivo.

Estudio de la presencia de factores antinutritivos

Otro aspecto a tener en cuenta cuando se utilizan ingredientes alternativos a la harina de
pescado es la presencia de factores antinutritivos que puedan interferir con los procesos de
digestion y absorcion que tienen lugar en el tracto digestivo (Alarcon et al. 1999).
Considerando el papel que tiene la proteina en la alimentacion de los peces de acuicultura,
los més importantes son los inhibidores de proteasas ya que tienen la capacidad de inhibir a
las enzimas proteoliticas. De hecho en algunas algas marinas se ha descrito la presencia de
inhibidores de tripsina y amilasa (Oliveira et al. 2009). No obstante, en base a los
resultados obtenidos en el presente estudio se puede descartar la presencia de inhibidores de
proteasa en la biomasa de S. almeriensis y en los piensos formulados con ella. Por un lado,
en el zimograma se comprueba que los peces de todos los tratamientos presentan el mismo
patrén de enzimas, y de otro, en el ensayo de inhibicion in vitro se confirma la ausencia de

inhibidores de proteasa tanto en los piensos experimentales como en la harina algal.

Alarcon et al. 2013. Utilizacion de Algas como Ingrediente Alternativo en la Alimentacion de Peces Marinos. En: Cruz-Sudrez, L.E., Ricque-
Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Alvarez-Gonzalez, C. (Eds), Contribuciones Recientes
en Alimentacion y Nutricion Acuicola, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México, pp. 127-190.



180

Estudio de la estructura histoldgica del higado e intestino

Los resultados del anélisis histologico de los tejidos no evidencian la existencia de
alteraciones estructurales en el higado e intestino de las doradas alimentadas con piensos
que incluye S. almeriensis. No se pudo establecer una relacion entre el contenido en la
microalga S. almeriensis en piensos para dorada y el tamafio de los hepatocitos presentes en
el tejido hepatico. Sin embargo, el analisis morfométrico de las imagenes puso de
manifiesto que se produce un incremento significativo de la altura de las vellosidades en el
intestino distal conforme se aumenta la inclusion de harina algal. Este hecho pone de
manifiesto que existe un incremento de la superficie de absorcion en los tramos posteriores
del intestino en los peces alimentados con S. almeriensis. El incremento en la longitud de
las vellosidades también se ha descrito en ejemplares de sargo (Diplodus puntazzo)
alimentados con piensos en los que se sustituyo la harina de pescado por harina de girasol
(Nogales et al., 2010). Por su parte, Liu et al. (2008) incluyeron la harina de la microalga
Synechocystis sp. y su variante transgénica, Synechosystis sp. PCC6803, en piensos para
platija (Paralichthys olivaceus) sin encontrar efectos negativos en la estructura tisular del
higado e intestino. Por el contario, Atalah et al. (2007) incluyeron las microalgas
Crypthecodinium cohnii y Phaeodactylum tricornutum en piensos de primera edad para
dorada, comprobando que se produjo una degeneracion local en el epitelio del intestino
proximal en los peces que fueron alimentados con P. tricornutum, pero no con C. cohnii.
Este fendmeno se debe a que la estructura de la cubierta externa de P. tricornutum presenta

ornamentaciones siliceas que causan abrasion en el epitelio intestinal.

Estudio de la ultraestructura de la mucosa intestinal

Ademas de las actividades enzimaticas digestivas, la morfologia y la estructura de la
mucosa intestinal cumplen una funcion muy importante para el correcto desarrollo de los
individuos aumentando la superficie de absorcion de nutrientes y proporcionando una
barrera fisica frente a la accién de potenciales microorganismos patégenos que circulan por

la luz del tubo digestivo. En este sentido, Merrifield et al. (2009) describen que en
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ejemplares de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) la inclusion de harina de soja provoca
alteraciones en los enterocitos, disminuyendo de la longitud, grosor y densidad de las
microvellosidades lo que a su vez incrementa la exposicion de los enterocitos frente a los
patogenos, y disminuye la eficacia del epitelio como barrera defensiva. Sin embargo, en el
presente estudio se confirma que el empleo de S. almeriensis no ejerce efectos negativos
sobre la ultraestructura de la mucosa intestinal, sino todo lo contrario. Ademas, en los
juveniles dorada se produce un incremento tanto en la altura como en la densidad de las
microvellosidades, fendbmeno que determina una mejora en la contribucion de la mucosa
intestinal como barrera fisica. Por su parte, el incremento de la superficie apical de los
enterocitos se puede traducir, desde una perspectiva nutricional, como un incremento en la
capacidad de absorcion de nutrientes a través de la mucosa intestinal. De esta manera, la
utilizacion de biomasa de Scenedesmus almeriensis tiene un enorme interés aplicado en la
formulacién de alimentos para juveniles de dorada por los efectos beneficiosos que produce
en su fisiologia digestiva.

Evaluacion econdmica de la inclusion de S. almeriensis en piensos para peces marinos

carnivoros

Desde una perspectiva hipotética se ha realizado un analisis de costes en el que se observa
cémo se produce un incremento del precio del pienso conforme se aumenta el nivel de
sustitucion de la harina de pescado por harina de S. almeriensis. Esto es debido a que el
coste de la biomasa de microalga liofilizada es superior al de la harina de pescado. A pesar
de esto se podrian conseguir precios de produccidén competitivos con niveles de sustitucion
de hasta un 37%, cuando se tiene en cuenta el precio de algunos de los piensos que se
comercializan para peces de acuicultura marina (por ejemplo, la empresa espafiola
Acuinuga comercializa algunos piensos, de composicion quimica similar a los utilizados en
el presente estudio que también contienen microalgas, a un precio de 1,711 €/kg). No
obstante, podria ser interesante en futuros trabajos realizar una evaluacion econémica
considerando a la harina de S. almeriensis como un subproducto y no como el producto

principal de un proceso biotecnologico. Este podria ser el caso del subproducto resultante
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de la utilizacion de la microalga para la obtencion de biodiesel por saponificacion-
esterificacion que podria generar un ingrediente proteico con un coste menor, y que
permitiria producir piensos a un precio de mercado mas competitivo. En cualquier caso, y
hasta que no se abaraten los costes de produccion de estas microalgas, su utilizacion estaria
limitada a las fases de cultivo larvario y/o de preengorde o para su uso en especies de alto

valor econémico.

Principales conclusiones

Para concluir, los resultados obtenidos permiten establecer que el nivel optimo de
sustitucién de la proteina de la harina de pescado por biomasa de S. almeriensis en piensos
para juveniles de dorada es de un 37%. Por otra parte, no se han encontrado efectos
negativos sobre los parametros zootécnicos, ni la composicion proximal, ni en la estructura
tisular del higado e intestino de los juveniles de S. aurata cuando se emplean niveles de
sustitucion de hasta un 75%. Se ha observado que la inclusién de S. almeriensis en los
piensos incrementa el nivel de acidos grasos de la serie n-3, especialmente de linolénico, en
el tejido muscular de los peces. La utilizacion de biomasa de Scenedesmus almeriensis
como ingrediente alternativo a la harina de pescado no ejerce ningun efecto negativo sobre
las actividades enzimaticas digestivas estudiadas en los juveniles de dorada. La inclusion de
esta microalga incrementa significativamente el nivel de fosfatasa alcalina y
aminopeptidasa, y este hecho es indicativo de que se produce una mejora de la eficiencia de
los procesos de absorcion a través de la membrana intestinal. La biomasa algal no contiene
factores antinutritivos que afecten a las proteasas digestivas de los juveniles de dorada. El
empleo de Scenedesmus almeriensis, especialmente a un nivel de sustitucion del 37%,
produce una mejora significativa en la integridad y en la capacidad de absorcion de la
mucosa intestinal en los juveniles de dorada. Por Gltimo, desde una perspectiva econdmica,
los piensos que incluyen biomasa algal serian més caros, pero desde una perspectiva
medioambiental se reduce la tasa FIFO por lo que las formulas resultantes serian mas

sostenibles y respetuosas con el medio ambiente.
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