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OBJETO

La creacidn de la infraestructura necesaria para la realizacién de estudios
de metabolismo energético en peces era algo que se nos venia planteando
desde hace tiempo. Considerabamos que los estudios de nuestro Grupo de
Investigaciéon sobre la utilizacion nutritiva de la dieta por estos animales
quedaban incompletos si, ademas, no se enfocaban desde un punto de vista
energético, ya que en definitiva es el alimento/dieta lo que aporta la energia
necesaria para que el animal pueda realizar sus distintos procesos vitales y, en
definitiva, vivir.

Desde el punto de vista termodinamico, los seres vivos se consideran
sistemas abiertos alejados del equilibrio de forma que, cuando el suministro de
energia cesa se tiende a alcanzar dicho equilibrio y el animal muere. Asi pués,
el aporte mas o menos constante de energia al animal es necesario para que
éste pueda mantener sus estructuras y funciones, cumpliendo el Prncipio de

Conservacion de la Energia.

Los estudios de bioenergética nutricional nos permiten determinar la
cantidad de energia que un animal necesita para vivir, ya que este debe
conseguir tanta energia en forma de moléculas de alimento como la suma de
toda la que disipe y almacene. Para estudiar pormenorizadamente las variables
que intervienen en el metabolismo energético de los peces, se emplea la
ecuacion del Principio de Conservaciéon de la Energia desarrollada en los
términos siguientes:

C=R+U+F+P



Posio _ 2
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donde C es la energia bruta del alimento ingerido, R constituye la energia
disipada en forma de calor (tasa metabdlica), U son las pérdidas energeticas
metabodlicas asociadas a las excretas nitrogenadas, F equivale a las pérdidas
energéticas de procedencia fecal y P es la fraccion de energia que queda
retenida en el cuerpo del pez.

El objetivo primordial en un cultivo de peces es maximizar la supervivencia
y el crecimiento al coste mas bajo posible; es obvio que gran parte del éexito de
estos cultivos depende del aporte de piensos que contengan, entre otras cosas,
niveles adecuados de energia, asi como unas proporciones apropiadas de los
nutrientes que la aportan.

Los estudios de energética de la nutricion en peces se encuentran menos
desarrollados que en aves y mamiferos y no hay duda de que el enfoque
bioenergético y el uso de modelos predictivos son potencialmente de gran
beneficio para la acuicultura. Los balances energéticos se pueden realizar en
cortos periodos de tiempo, permitiendo hacer predicciones rapidas de los
efectos que sobre el crecimiento pueden tener distintos factores tanto bioticos
como abidticos, incluyendo composiciéon de la dieta, tamaio de racion,
condiciones de cultivo, etc. Todo ello justifica sobradamente, en nuestra opinion,
el interés de este tipo de estudios.

Este trabajo de tesis doctoral, que se ha realizado fundamentalmente
gracias a un proyecto subencionado por la CICYT (AGF92.0813), contempla una
parte primera y principal que comprende el disefio y la construccion de
camaras de calorimetria indirecta para realizar estudios de metabolismo
energético en peces. Optamos por el tipo de camaras para estudios por
calorimetria indirecta en vez de directa, por ser éstas mas efectivas para medir
el componente R en animales acuaticos. Ademas, con las modificaciones
pertinentes, permiten que se pueda realizar la determinacion de todos los
componentes de la ecuacién, antes indicada, del reparto energetico. El diseno
abundante, por cierto) pero se introdujeron modificaciones completamente
novedosas y para las que no habia referencia anterior en la que basarse. Asi
pues, aunque disponiamos de los conocimientos teodricos, era necesario
llevarlos a la practica.
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El segundo objetivo de la presente tesis doctoral, logico complemento del
anterior, comprende la verificacion de que la instalacion disefnada vy
construida resulta adecuada para realizar los estudios de metabolismo
energético anteriormente comentados. Implica numerosas pruebas de tipo
fisico (controles de flujo de agua a las cubas de los peces, dispositivos de
mantenimiento de la calidad del agua y unidades de medida, etc.), quimico -
biolégico (dimensionamiento y ajuste de los filtros mecanicos, de carbon activo y
biolégico, calibracién y ajuste de sensores, etc.), informatico (verificaciones vy
sucesivas correcciones del soffware y, en menor medida, del hardware para
adaptarlos a las necesidades concretas del trabajo con peces) y biologico
(alimentacién, recogida de heces, controles de consumo de oxigeno, excrecion
de amoniaco y diéxido de carbono, etc. ).

e
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REVISION BIBLIOGRAFICA

21 ENERGETICA ANIMAL: ASPECTOS GENERALES

Una caracteristica esencial de los seres vivos, es que a |o largo de su
existencia mantienen un bajo nivel de entropia, es decir son altamente e
improbablemente organizados. En un Universo en el que existe una tendencia
natural hacia el desorden, observamos con asombro que una parte del mismo,
no sélo se mantiene organizado sino que tiende a propagar ese orden. Este
hecho parece desafiar el Segundo Principio de l|a termodinamica, que nos
asegura que la entropia de cualquier sistema aislado aumenta de forma
espontanea e irreversible hasta hacerse maxima al alcanzar el equilibrio en las
condiciones existentes. La aparente paradoja queda resuelta al constatar que
los seres vivos no pueden considerarse sistemas ais/lados, sino sistemas
abiertos y muy alejados del equilibrio, ya que intercambian continuamente
materia y energia con su entorno.

La entropia de un sistema abierto puede variar por dos motivos:
a) Porque tienen lugar procesos irreversibles en su interior.
b) Por intercambios de masa y energia del sistema con su entorno.

Los procesos irreversibles producen siempre incrementos de entropia;
pero los intercambios de masa y energia pueden hacer que la entropia
aumente, permanezca constante o, incluso, disminuya. Esto hace que la
variacion total de entropia del sistema pueda tomar cualquier signo,
dependiendo de los valores relativos de las dos contribuciones. Por tanto,
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aungue en un sistema abierto se estén llevando a cabo procesos irreversibles,
su entropia total puede disminuir y aparecer espontaneamente en el un
mayor grado de orden. |

Para el gran fisico austriaco E. Schrédinger (1944), un ser vivo es un
sistema altamente ordenado que se alimenta de entropia negativa, es decir, que
se ordena a base de desordenar su entorno.

El desarrollo moderno de la Termodinamica ha conducido a una
descripcion cuantitativa de los procesos irreversibles en sistemas abiertos. Esta
nueva teoria termodinamica tuvo su comienzo en 1931, con la formulacion de
Onsager de las relaciones que llevan su nombre entre los coeficientes de las
ecuaciones fenomenolégicas del flujo. La formulacibn de la teoria
Termodinamica de Procesos Irreversible (TPI), basada fundamentaimente en los
trabajos de Onsager y Katchalky, ha sido desarrollada en los ultimos 30 anos
por Casimir, Prigogine, de Groot, Maixner y otros muchos.

En esta teoria, a los intercambios de materia y calor se les denominan
flujos, y fuerzas a los gradientes que los originan. Es bien conocido que un
gradiente de temperatura produce un flujo de calor (ley de Fourier), un gradiente
de concentraciones un flujo de materia (ley de Fick) y un gradiente de potencial
eléctrico un flujo de cargas (ley de Ohm). La TPI generaliza los conceptos de
flujos y fuerzas a las reacciones quimicas, que se producen dentro del sistema,
ya que éstas dan lugar a entradas y salidas de sustancias en el mismo. El flujo
se identifica con la velocidad de la reaccién, medida como la variacion del
nimero de moles de cada especie quimica que entra o sale del sistema por
unidad de tiempo, y la fuerza se identifica con la afinidad de la reaccion Ar
(magnitud que viene expresada a T y P constantes por -AG). Se llaman
ecuaciones constitutivas al conjunto de relaciones entre flujos y fuerzas.

La suma de los productos de cada flujo por su fuerza conjugada es la
lamada funcion de disipacién ®. La funcién de disipacion expresa la velocidad
con que se disipa energia libre en el sistema y esta relacionada directamente
con la tasa de produccion de entropia.

La existencia de la funcién de disipacién pone de manifiesto claramente
que es necesario un gasto continuo de energla libre para que los sistemas
abiertos se mantengan fuera del equilibrio. Ademas, puesto que la © siempre es
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mayor que cero, cuando solo ocurre un proceso irreversible, el flujo y la fuerza
han de tener el mismo signo. Es decir, espontaneamente ningun flujo puede ir
en contra de su propia fuerza. Una reaccion quimica aislada, por ejemplo, no
puede ir en sentido contrario de lo que indica el signo de su afinidad. Ninguna
sustancia se puede transportar por si sola y espontaneamente en contra del
gradiente, etc. Para que algun flujo pueda ir en contra de su propia fuerza es
necesario que simultaneamente ocurran otros procesos, pudiendo entonces ser
algun término del sumatorio negativo, siempre que la suma total sea positiva.
Esto ofrece la posibilidad de acoplamiento entre procesos (unos serian
posientropicos y otros negaentrépicos) en la misma microrregion del espacio.

La funcion de disipacion juega en la TPl un papel analogo al que la
entropia representa en la termodinamica clasica y, como ésta, proporciona
criterios de evolucion para sistemas abiertos sometidos a algun tipo de

restriccion.

En las proximidades del equilibrio, cuando las ecuaciones constitutivas son
lineales, la funcidon de disipacién decrece continuamente hasta hacerse minima
en los estados estacionarnos (caracterizados porque todos los flujos se hacen
constantes). Esto pone de manifiesto que los estados estacionarios préximos al
equilibrio son estables, es decir, que después de ser perturbados levemente
vuelven espontaneamente al estado estacionario haciéndose minima la funcion
de disipacion (minima produccién de entropia).

Ahora bien, en la mayoria de los procesos que ocurren en los seres vivos,
dichas ecuaciones son no lineales, debido sobre todo a las reaccione quimicas,
pues en ellas solo se cumple la condicion de linealidad cuando las afinidades
son muy inferiores al fondo térmico del sistema, ruido caracterizado por el
termino RT, que a las temperaturas habituales es ciertamente pequefio (2.48
kd/mol a 25 °C). Solamente cuando las reacciones estdn muy proximas al
equilibrio (algo que rara vez sucede), sus afinidades son suficientemente
pequenas comparadas con RT y se cumple la condicidén de linealidad.

Asi pues /os organismos vivos son sistemas a los que hay que suministrar
continuamente energia para que puedan mantener sus estructuras y funciones
muy alejados del equilibrio. Por este motivo las estructuras que aparecen en los
sistemas alejados del equilibrio han sido denominadas esftructuras disipativas

(Prigogine, Nicolis, 1967). Si el suministro de energia cesa (p. e. si se
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interrumpe la respiracion) éstas tienden a alcanzar el estado de equilibrio
perdiendo el orden espacial y los rntmos temporales, es decir, mueren.

Por otra parte los animales cumplen el Principio de conservacion de la
energia y pueden considerarse maquinas quimicas que utilizan la energia
contenida en los alimentos transformandola, mediante los procesos metabdlicos,
en otras formas de energia, Utiles biolégicamente, para satisfacer las
necesidades energéticas del transporte activo, la contraccion muscular, la
sintesis de moléculas de alto contenido energético o de moléculas complejas
con la subsiguiente organizacion de éstas en organulos, células, tejidos y
sistemas de organos.

El metabolismo, en sentido amplio, engloba la suma total de las reacciones
quimicas que ocurren en un organismo. Se trata de una compleja red de
procesos interrelacionados, que no se producen al azar sino en secuencias
ordenadas y reguladas por mecanismos de control genéticos y quimicos. El
acoplamiento de unos procesos con otros hace posible que algunos de ellos
tenga lugar en direcciéon no natural (AG > 0) impulsados por otros en los que
tiene lugar una fuerte disminucién de la energia libre. Continuamente se
producen de forma espontanea decenas de miles de reacciones quimicas
irreversibles acompafadas de un gasto de energia libre y produccion de
entropia, por esta razén es ilusorio intentar el calculo directo de la funcion de
disipacién para un organismo vivo en su conjunto. No obstante el principio de
conservacion de la energia nos dice que la mayor parte de la energia liberada
en el metabolismo aparece finalmente en forma de calor; el resto es energia
almacenada en nuevos tejidos o trabajo externo. Este hecho nos permite utilizar
la produccién de calor por unidad de tiempo (tasa metabdlica) como indicador
integral del metabolismo energetico (calorimetria directa).

Ahora bien, la mayor parte de los seres vivos son organismos
esencialmente aerébicos que toman oxigeno para la combustion de nutrientes,
presentes en los alimentos, con liberacion de didxido de carbono, productos
nitrogenados y calor; ello convierte a la tasa de consumo de oxigeno en otro
indicador integral (equivalente a la produccion de calor) del metabolismo
energético, aunque la glucolisis anaerobia desempefia también un pequefo
papel en la mayor parte de los vertebrados durante las actividades repentinas.

Para hacer un balance completo del metabolismo es necesario expresar
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todos sus componentes en términos de energia. Es usual medir el contenido
energético de la ingesta en bomba calorimétrica pero existe otro metodo
alternativo, aplicable no sélo a la ingesta, sino también a tejidos almacenados e
incluso a las heces, que consiste, en analizar su composicion y agrupar las
moléculas encontradas en tres grupos de macronutrientes: proteinas, grasas y
carbohidratos. La oxidacibn completa de estos sustratos liberan
aproximadamente 23.64 kJ/g, 39.5 kJ/g y 17.2 kJ/g de proteina, grasa y
carbohidrato respectivamente, aunque los productos finales de la oxidacion (en
el caso de las proteinas) y la composiciéon de acidos grasos (en el caso de las
grasas) pueden dar lugar, como se vera mas adelante a correcciones en los dos
primeros valores.

El oxigeno consumido, en cada caso, esta en relacion con el calor liberado;
pudiéndose establecer un valor oxicalérico Qox para cada uno de los tres
grupos de macronutrientes, y un valor oxicalérico compuesto para cualquier
sustrato formado por proteinas, grasas y carbohidratos. Ello nos permite utilizar
el consumo de oxigeno como otra forma de medida (ademas del calor liberado)
de la tasa metabdlica en los casos en que la glucolisis anaerobia sea
despreciable (calorimetria indirecta).

La tasa metabdlica varia mucho con la temperatura, tamano corporal y
cantidad y tipo de alimentacién; pero también con la hora del dia, epoca del
afilo, edad, estrés, sexo y reproduccién. En consecuencia las tasas
metabodlicas s6lo pueden compararse significativamente en condiciones
cuidadosamente elegidas y estrictamente controladas, con el fin de evaluar
el coste energético de los procesos y actividades de un organismo.

Para comparar las lineas de base de las tasas metabolicas de distintos
organismos se ha definido la tasa metabélica basal que es /a tasa estable del
metabolismo energético, medida en condiciones de reposo absoluto, despues
de que el ayuno detenga temporalmente los procesos absortivos y digestivos.

Se comprenden las dificultades que plantea el medir en experimentos
controlados la tasa metabdlica basal, ya que es practicamente imposible
conseguir que los organismos vivos se mantengan en reposo absoluto durante
el periodo de tiempo necesario. Por otra parte, solo los homeotermos mantienen
su temperatura corporal proxima a un valor determinado (37 °C en mamiferos
y cercano a 40 °C en aves); en cambio los poiquilotermos son organismos cuya
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temperatura corporal tiende a fluctuar con la temperatura del medio ambiente.
Puesto que la tasa metabdlica es muy sensible a la temperatura corporal, es
necesario que en poiquilotermos su equivalente a la tasa metabdlica basal se
mida a una temperatura controlada. Estas razones han aconsejado definir la
tasa metabélica estandar (Rs) como /a tasa estable del metabolismo
energético, medida a una temperatura determinada, en condiciones de
minimo estrés ambiental y fisiolégico, después que el ayuno detenga
temporalmente los procesos absortivos y digestivos.

A pesar de que la tasa metabdlica estandar presenta fluctuaciones
relacionadas con los ritmos circadianos y estacionales, es en la actualidad la
mejor linea de base para comparar tasas metabdélicas minimas en diferentes
organismos, sean estos de la mismo especie 0 no.

Se ha observado que existe una completa coordinaciéon en el crecimiento
de los seres vivos ya que el tamario y forma de los érganos cambia de acuerdo
con el tamafio del organismo segun una estricta correlacion, no lineal, llamada
relacion alometrica.

y = aW?®
Donde:
o W es el peso (0 masa corporal)
e b es el exponente del peso

e a es un coeficiente especifico

En particular la tasa metabélica estandar (Rs) se relaciona de forma
alométrica con el peso.

Rs = aW?®

Su forma logaritmica se representa graficamente por una recta de
pendiente b (exponente del peso).

Un hecho notable es que, en una amplia muestra de organismos, el
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exponente del peso b sea muy similar.

Rs(kcal/h)
10°F Homeotermos
10°F
Egiqu_ilqte_rmos

A 20°C
101

8
107
10°}
10"}

. - i | i
10" 107" 10° 10° 107 10" 10°  Peso (kg)
Figura 2 - 1

En el grafico de la figura 2-1 (Hemmingsen, 1969) se comparan las tasas
metabodlicas minimas de animales adultos de distintos pesos (unicelulares vy
poiquilotermos a 20 °C y homeotermos a 39 °C). Todas las lineas tienen una
pendiente de 0.75

Se demuestra asi que la relacion alométrica de las tasas metabdlicas
minimas no sélo resulta cierta para organismos de la misma especie (alometria
intraespecie) sino también para organismos adultos de especies diferentes
(alometria interespecies).

Exponentes del peso préximos a 0.75 para una amplia muestra de
especies de vertebrados, invertebrados y unicelulares son aceptados casi
universalmente desde hace mucho tiempo en la bibliografia de estudios
metabdlicos. En el caso de los peces, el grupo en el que los estudios
metabdlicos se encuentra mas atrasados, los trabajos mas completos apuntan a
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exponentes comprendidos entre 0.75 y 0.85, siendo frecuente el uso de un
exponente del peso intermedio de 0.8 En cualquier caso es de la mayor
importancia el hecho de que el exponente del peso sea inferior a 1, pues implica
que el metabolismo por unidad de peso decrece exponencialmente a medida
que se incrementa el peso, tal como puede verse en la figura 2-2, donde el
grafico de izquierda muestra las formas exponenciales y el de la derecha las
formas logaritmicas.

Tasa metabdlica estandar e intensidad Tasa metabélica estandar e intensidad
metabdlica en funcion del peso metabdlica en funcién del peso
n
P
Rs=aW® /
P - f/,_
e / 2 //"'
= | ,./ = | o P =
o | / y | ® d
E \ g 7 3
:' ~— TT— ——— /
o 5 e S
~ L Rs/W = P I
/ e o /
f//./ r//‘/
s
W(kg) log W
‘Figura 2-2

Circunstancia esta que hay que tener en cuenta no solo para comparar
tasas metabodlicas de animales de distinto peso entre si, sino también para
determinar el nivel de alimentacion, ya que éste es a menudo calculado como
porcentaje del peso. Una buena alternativa utilizada por muchos autores, es
expresar la ingesta por unidad de peso metabdlico. La exponencial decreciente
del grafico, es Rs/W y nos muestra que el metabolismo por unidad de peso
decrece al aumentar éste y no permanece constante e independiente de él,
cosa que sucederia si el exponente del peso fuera igual a 1.
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2.2 CAMARAS METABOLICAS

La calorimetria directa es un metodo para medir la tasa metabdlica a partir
del calor liberado en el metabolismo energético. Para ello, se monta un
dispositivo en el que la fuente de calor animal que se quiere medir, provoque
variaciones termicas sobre un cuerpo caloriméetrico que en el caso de los peces
es agua; calculandose la produccidon de calor a partir de las variaciones de
temperatura que se producen en un intervalo de tiempo dado.

La bibliografia recoge pocos trabajos sobre estudios de calorimetria directa
en peces, probablemente porque eéstos, no son sujetos ideales para la
aplicacion de este método, donde, si bien el calor producido por los procesos
metabdlicos pasa rapidamente al agua circundante sin peérdidas por
evaporacion, conveccidon y radiacion (como puede ocurrir con animales
terrestres), la alta capacidad calorifica del agua requiere que se produzcan
iIncrementos significativos de calor para que se puedan medir correctamente.
Otro inconveniente que tiene esta técnica, es que la camara debe de estar
térmicamente aislada, lo que limita la variedad y duracion de los estudios
metabdlicos.

Ya en 1966, Davies publicaba sus mediciones de la produccion de calor en
el carpin dorado con un microcalorimetro que constaba de dos vasos Dewar de
una pinta (0.57 litros) de capacidad, con idénticas constantes de conductividad y
aislados en cilindros de estano con serrin. El vaso | era el experimental y el Il
actuaba como control, conteniendo ambos 200 ml de agua saturada de aire. La
diferencia de temperatura entre los vasos se media con un termopar de cobre
constatan conectado a un galvanometro de espejo, calibrado a intervalos
regulares de tiempo. Tras introducir 3 peces en el vaso | procurando que la
temperatura estuviera ligeramente por debajo de 21.5 °C (temperatura de
aclimatacion de los animales), se hicieron medidas a intervalos de 6-7 horas en
condiciones preabsortivas, obteniendo, en 16 experimentos un valor medio de
temperatura de 21.8 °C con una desviacion estandar de + 0.26 °C.

Smith (1976) defiende el método de calorimetria directa por las razones
apuntadas antes sobre que las pérdidas de calor por irradiaciéon y evaporacion,
que habitualmente complican la aplicacién de la calorimetria directa a animales
terrestres, no tienen relevancia en el medio acuatico. Asi midid (Smith, 1977) la
produccion de calor en cuatro especies de salmdnidos, usando un calorimetro
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adiabatico modificado, en el que sustituyd el termometro original por otro
diferencial Beckman, capaz de leer milésimas de grado. También calculd el
equivalente térmico del calorimetro y comprobdé que sin animales durante 8
horas no se producian cambios de temperatura, de manera que al poner los
peces en el calorimetro, cualquier subida de la temperatura deberia ser atribuida
al calor que producen los animales. Las medidas se hacian en un intervalo de
tiempo de 6-8 horas, por lo que segun Van den Thillart (1977), los peces del
experimento estaban aldn bajo los efectos del estrés de manejo y los resultados
no reflejaban la verdadera tasa metabdlica basal, ademas, segun Brett y
Groves (1979) los datos presentados llevaban a considerar que la sensibilidad
de la respuesta metabodlica no era facilimente detectada debido a la alta
capacidad calorifica del agua.

Lowe (1978) utilizé un calorimetro con dos termistores situados a la entrada
y salida del recipiente para detectar la temperatura del agua que pasa a traves
de ellos. Estos termistores se incorporan al circuito de un puente de Wheatstone
para determinar con exactitud sus correspondientes resistencias y con ello |la
diferencia de temperatura a la entrada y salida.

‘Van Waversveld et al. (1987) midieron la produccién de calor en el carpin
dorado en un microcalorimetro de flujo continuo, que les permitia controlar la
produccién de calor durante un periodo de tiempo mayor y en animales
tedricamente libres de estrés. Finalmente, Van Waversveld et al., (1989)
recogen en una revisidn sobre la producciéon de calor los resultados de todos
estos experimentos y realizan un estudio comparativo que pone de manifiesto
una gran disparidad de datos que achacan, en gran medida, a los diferentes
protocolos experimentales, tamafio de los peces, duracion del periodo de ayuno,
duracién de la estancia de los peces en los calorimetros, etc., concluyendo que
la calorimetria directa es una técnica cara y complicada, por lo que resulta
preferible la utilizacién de la calorimetria indirecta para medir la produccion de
calor.

La aplicacién de las técnicas de calorimetria indirecta para la determinacion
del balance energético en los peces ha exigido el disefio y construccion de unas
camaras especiales, donde se mantienen los animales durante el experimento y
donde se miden los parametros adecuados. Estos acuarios especiales se
conocen como camaras metabdlicas y, dado que, en gran parte, se disenan
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para medir consumo y/o producciéon de gases respiratorios, tambien se les
conoce como respirémetros o camaras de respirometria.

A lo largo del desarrollo de este tipo de estudios, los diversos autores han
diseflado, construido y utilizado diversos ingenios con este fin, por lo que en |a
literatura correspondiente se encuentra una amplia variedad de sistemas de la
que haremos un breve resumen en los parrafos siguientes. No obstante, se
puede definir un primer criterio de sistematizaciéon de dichos dispositivos en
funcion del caracter cerrado o abierto de los mismos. Las camaras cerradas, sin
renovacion de agua, son mas simples pero también presentan grandes
desventajas derivadas, principalmente, de la progresiva disminucion de la
concentraciéon de oxigeno y acumulacién de diéxido de carbono y productos de
excrecién, circunstancias que pueden afectar de forma notable a los resultados
obtenidos, siendo por tanto las camaras de flujo, que permiten la renovacion del
agua en condiciones controladas, las mas usadas en la actualidad.

La mayoria permiten la medida de consumo de oxigeno bajo ciertas
condiciones. Son menos las que incorporan la posibilidad de la monitorizacion
continua del oxigeno consumido y el didéxido de carbono y amoniaco (u otros
metabolitos) excretados, asi como controles secundarios, aunque de gran
importancia como la ingesta, pérdidas fecales,...etc.

En esencia todas ellas pretenden medir el consumo de oxigeno por parte
de los peces objeto de estudio con la mayor precision posible y en las
condiciones mas adecuadas en funcién del objetivo experimental concreto
(peces en reposo o desarrollando una actividad mas o menos controlada, en
ayunas o tras la ingesta de una comida en cantidad y de composicion
conocidas, a diferentes temperaturas,....). Difieren, por tanto, en cuestiones
tales como flujo de agua, tamafno de los acuarios, dispositivos de control de la
calidad del agua, tamafo de los lotes experimentales, grado de control de las
condiciones ambientales imperantes (temperatura, fotoperiodo, ...), asi como la
variedad de los parametros medidos y la frecuencia de medidas (continuas, a

intervalos,...), etc.

Finalmente, es preciso tener en cuenta las condiciones en que se desean
medir las tasas metabdlicas, lo que implica modificaciones en los sistemas,
quizas no tanto en su estructura como en su modo de operacion.
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A continuacion se describen las caracteristicas esenciales de aquellos
dispositivos a los que hemos tenido acceso a traves de la bibliografia,
ordenados de forma preferentemente cronologica.

Ya en 1968, Kutty publicaba los resultados de un estudio sobre cocientes
respiratorios (RQ) en Carassius auratus y en Salmo gairdneri, enfrentandose a
la dificultad que suponia el determinar con exactitud la produccion de dioxido de
carbono por el pez en relacion con el que hay presente en su habitat natural vy,
el no tener la certeza de que el didbxido de carbono se libera de los tejidos
inmediatamente después de ser producido. La primera de éstas limitaciones se
puede superar si el agua que el pez respira se descarbonata y si las técnicas de
analisis de didxido de carbono permiten la extraccién del gas de grandes
volimenes de agua. La segunda limitacion resulta menos dificil de superar si se
puede tener al pez en cualquier condicién experimental deseada durante largos
periodos de tiempo y si, ademas, se pueden tomar muestras del agua del
respirbmetro a intervalos regulares para su posterior analisis .

En éste trabajo se utilizaron dos respirémetros, uno como el que describia
Fry, (1957), que es una camara anular que puede girar, y el otro como el
descrito por Blazka, (1958), que es un camara tubular por donde se hace
circular el agua mediante una hélice. En ambos respirometros los gases se
pueden medir mientras se fuerza al pez a nadar a velocidad conocida, aunque
en el primero de ellos se puede medir, ademas, la influencia de la actividad
espontanea del pez.

En funcién de lo comentado unos parrafos mas arriba, este autor utilizéd una
disolucién tampén fosfato en lugar del agua corriente del laboratorio porque esta
contenia grandes cantidades de didéxido de carbono. El tampén se mantenia en
una botella de 50 litros desde la que, con la ayuda de una bomba sumergible, se
enviaba a un segundo sistema de reserva tras pasar un filtro de grava con
bacterias para fijar el amoniaco y otro de lana y vidrio para retener solidos. En
este segundo sistema el agua aireada y, por gravedad, pasaba a través de un
intercambiador de calor para el control de la temperatura. Cuando se media la
tasa metabdlica a concentraciones de oxigeno cercanas a la saturacion, el agua
iba directamente del intercambiador al respirdmetro donde estaba el pez y
cuando el experimento se desarrollaba a bajas concentraciones de oxigeno, el
agua iba del intercambiador de calor a través de un intercambiador de gas (que
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podia funcionar con nitrogeno) antes de entrar a dicho respirometro.

El oxigeno se media con un electrodo de goteo de mercurio (Snothern
Analytical) y el diéxido de carbono total con un aparato Van Slykce volumeétrico

modificado.

En los afnos setenta empiezan a proliferar los trabajos en calorimetria; en
1972, Solomon y Brafield estudian las diferentes rutas energeticas en el pez y
como se relacionan entre si, considerando muy importante el analisis conjunto
de las diferentes rutas energéticas para evitar la, hasta entonces, practica
universal de cuantificar un cierto numero de las mismas y deducir el resto por
diferencia, lo que conducia a un arrastre de errores.

Utilizaron un respirometro de flujo continuo para valorar todo el flujo
energético de la Perca fluviatilis, con diferentes cantidades de alimento. Se
oxigenaba el agua que entra al respirbmetro y se monitorizaba el agua que salia
de él, de manera continua con un electrodo polarografico de oxigeno
(Beckmann, 777), similar al descrito por Brafield y Chapman (1967).

El respirometro donde se ponia al pez estaba sumergido en un bano de
agua fria que actuaba como tanque de reserva de agua saturada de oxigeno;
de éste tanque reserva el agua pasaba al respirometro y de aqui mediante una
bomba peristaltica al electrodo de oxigeno. Una vez medido el oxigeno, el agua
volvia al tanque de reserva para reoxigenarse.

Ademas, una aportacidén interesante era que la base del respirometro
estaba preparada para poder recoger las heces. Adicionalmente, también
realizaron medidas de produccion de amoniaco, cerrando el flujo de agua
después de dar de comer a los animales y tomando muestras que se analizaron
por metodos quimicos

Para convertir el consumo de oxigeno por peso de pez en términos
energéticos aplicaron los siguientes Qox: 3.20 cal mg™ O, para proteina, 3.28

cal mg”'O, para grasas y 3.53 cal mg™' O, para carbohidratos.
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Pierce y Wissing (1974) (figura 2-3), utilizaron otro respirometro de flujo
continuo para estudiar el coste energético de la utilizacion del alimento en la

especie Lepomis macrochirus.

Electrodos
T et g T e
pCO2
Entrada de estandarizacion - '02 ‘ / Salida
Tubo de alimentacion s P

Salida

t

Camara 1

Bomba peristaltica

| Fig_ 2-3. Diagrama del circuito utilizado por Pierce y Wissing, (1974)

Escape de aire

Filtro

Deposito

Dicho respirometro constaba de una cuba de plastico acrilico de 6 litros de
capacidad , conectada a un tanque de aireacion y filtracion mediante una bomba
peristaltica que regeneraba el agua. La cuba estaba sumergida en un bano
termorregulado de 130 litros, provisto de un periscopio que permitia observar al

pez sin molestario.

El agua que salia de la cuba, pasaba a través de un pequeno recipiente
donde se registran las Po, y Pco, en un monitor (Radiometer Copenhage) y el

pH con un electrodo doble (vidrio y calomelano); después de realizar las
medidas, el agua pasaba al tanque de aireacién y filtracion. Estos autores
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introducen un sistema de control del fotoperiodo.

Thillart Van den y Kesbeke (1977) estudiaron la produccién de dioxido de
carbono anaerdbico y la de amoniaco en Carassius auratus. La produccion de
energia aerdbica en peces se realiza por la oxidacién de grasas, proteinas e
hidratos de carbono, siendo las grasas las que primero se oxidan cuando el pez
nada, mientras que el glucégeno se utiliza cuando se desplaza a altas
velocidades, acumulando lactato. Pero en periodos de ayuno (4 meses), grasas
y glucégeno solo disminuyen en un 40% del valor inicial mientras que la proteina
del musculo blanco lo hace en un 80%, por lo que la mayor parte de la energia
es utilizada por el pez en el catabolismo proteico, uno de cuyos productos
finales es el amoniaco, cuyo control suministra mucha informacion.

Utilizaron un respirébmetro con una cuba de 25 litros termorreguiada a 20 %
0.1 °C, y con un flujo continuo de agua de 1 | min”. Desde esta cuba se
tomaban muestras de agua que pasaban por una sonda de oxigeno conectada
a un monitor (E.l.L.-oxigeno, tipo 9401). Cuando la concentracion de oxigeno
bajaba por el consumo del pez, se activaba una valvula magnetica que permitia
el paso de agua saturada de oxigeno desde un tanque de reserva
termorregulado hasta el respirometro. Con este dispositivo llegaron a
conclusiones tales como que antes y durante periodos de anoxia, la produccion
de diéxido de carbono y amoniaco no estan influenciados por la disponibilidad
de oxigeno, que la produccién de diéxido de carbono anaerdbico despues de
haber inyectado glucosa en el pez, es cuatro veces la aerébica y que despues
de 10 horas de anoxia el glucégeno se oxida completamente a dioxido de
carbono.

Schwalb y Gropp (1979) construyeron un sistema que constaba de un
tanque de suministro, donde se oxigenaba y termorregulaba el agua y desde el
que se enviaba a otro tanque colector que la repartia, por un lado a las cubas y,
por otro, al tanque de oxigenaciéon y termorregulacion. Para evitar cualquier
posible intercambio de oxigeno entre el agua y la atmosfera, se cubrian las
cubas con una tapadera perforada en un extremo por un pequeno tubo para la
entrada del agua y en el otro extremo por otro tubo que estaba sumergido 5 cm
por debajo de la tapadera y que permitia desalojar el agua sobrante.

Flowerdew y Grove (1980) utilizaron un respirometro de flujo continuo para
estudiar los requerimientos energéticos de salmonetes juveniles en funcion de |la
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temperatura, tamano y cantidad de alimento y sus efectos sobre el crecimiento.
Bombeaban agua salada y oxigenada a un tanque de 600 mil, que estaba
sumergido en un bano a 18 °C. Median el oxigeno en el agua de salida con un
electrodo Radiometer E 5046 unido a un registrador Radiometer PHM7 1MKI|
pH. Utilizaron peces individuales de 3 a 20 g de peso para medir la actividad
durante 2-4 horas y ajustaron el flujo de manera que se consumiera el 10-15%
del oxigeno disponible durante su paso a través de la camara.

Hogendoorn et al. (1982) (figura 2-4) también utilizaron un respirometro de
circuito abierto para estudios de bioenergética mediante experimentos de larga
duracion (semanas), en las que se procuraba molestar minimamente al animal.
La temperatura la mantenian en un rango de 20 a 35 °C, controlando los gases
en agua y aire en periodos de varios dias. Segun estos autores, el respirometro
y las conexiones del aire en el circuito deben ser impermeables al aire y, de
producirse pérdidas, éstas no deben influir en el balance de los gases.

El alimento se suministra a través de un embudo introducido en la tapadera
que cierra herméticamente el respirometro, recogiéndose los restos de comida y
las heces.

La camara en su conjunto estaba compuesta por cinco respirometros de
90x40x45 cm con una lamina de acero inoxidable de 1.5 mm de espesor, con
una pendiente en el fondo de 11 cm para permitir la salida de agua y una
ventana en un lateral para la observacion del animal.

El agua se suministra a los respirometros desde un colector con regulacion
de presion. A su vez, el flujo se regulaba con valvulas de PVC y se media a
través de un registrador Volumag Meterfabriek.

Las entradas de agua se realizaban por la parte superior del respirometro y
la salida por el fondo, de aqui pasaba a un tanque de sedimentacion con fondo
en forma conica para la recogida de heces y restos de comida. De la parte
superior de este tanque de sedimentacion sale el agua hacia un filtro biologico
de 60x79x200 cm, con un comportamiento termorregulado, a éste filtro también
le llega agua desde una columna de presion del colector. Con una bomba se
mandaba el agua desde el filtro biologico hacia el colector para oxigenaria de
nuevo.
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Fig. 2.4. Diagrama del circuito utilizado por Hogendoorn et al., (1982)
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La concentracion del oxigeno disuelto en el agua que entraba y salia de
cada respirometro se media con una sonda Oxi 42,W.T.W., D8120 Weilheim,
que recibia un flujo continuo de agua, alternativamente, del colector y de los
cinco tanques de sedimentacion. h

Una vez cerrados los respirdmetros quedaba una capa de aire de 6 cm,
donde se bombeaba continuamente aire a razén de 5 | min™”'. Las presiones
dentro de los respirometros estaban reguladas a 0.35 mmHg, por debajo de la
presidon atmosférica para prevenir fugas. El aire que salia de los respirometros
se pasaba a través de una columna de cloruro calcico para quitarle la humedad
y se media en un medidor de gases (Plastibrand Dijkstra, Ltd; Amsterdam).

Medlan y Beamish (1985) estudiaron la influencia de la dieta y la densidad
de los animales en el incremento calérico aparente de Salmo gairdnerii; usando
6 cubas de 90 litros de capacidad, de forma oval, provistas de una tapadera
acrilica transparente y sistemas externos de drenaje en los que se disponia una
trampilla que se utilizaba como recolector de heces, teniendo ademas cada
cuba en su parte inferior una pendiente orientada hacia el drenaje central para
facilitar la retirada de heces al colector, muy similar al utilizado por Brett et al.,
(1971). Controlaban el oxigeno del agua de entrada y salida de cada cuba
durante 15 minutos cada hora, con un oximetro modelo YSI 1-54.

Du Preez et al. (1986) utilizaron, para medir consumo de oxigeno en
Pomadasys commersonni, una combinacién de los sistemas previamente
descritos por Marais et al.(1976), Du Preez (1983) y Emmerson y Strydom
(1984). El conjunto consistia en un tanque de reserva de 100 litros que aportaba
agua a cuatro camaras respirométricas. El agua de salida de cada camara
pasaba directamente a un sensor de oxigeno Beckman No. 39556 por medio
una valvula solenoide de tres vias Asco No. 832060, permitiendo asi un registro
automatico de cada una de las cuatro camaras durante 15 minutos de cada
hora.

El sensor de oxigeno y el analizador Beckman modelo 0260 se acoplaron a
un registrador Linear Instruments, modelo 261E-2. El consumo real de oxigeno
estaba representado por la diferencia entre el valor registrado para la camara de
control y la de cada una de las camaras que contenian a los peces.

Las camaras eran de cristal, con un rango de volumenes de 10 a 500 |.
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Para sellarlas al paso de agua y aire, aplicaban a los bordes del cristal un
lubricante (DowCorning), ademas de colocar cubiertas de plexiglas de 10 mm de
grosor fijadas mediante pinzas.

El agua salada que entraba a las camaras se mantenia a nivel proximo al
de saturacion mediante borboteo de aire en los tanques reserva y recipiente. Su
flujo a través de las camaras se midid polarigraficamente dos veces al dia y se
ajustd de manera que el contenido de oxigeno en las mismas no estuviera por
debajo el 60% de saturacion. Los laterales y las tapaderas de las camaras
estaban cubiertas con papel blanco para evitar alteraciones de los peces pero
permitir un cierto paso de la luz.

Martinez Palacios y Ross (1986) estudian los efectos de la temperatura, el
tamano y la hipoxia en el consumo de oxigeno de Cichlasoma urophthalmus con
un respirometro basado en el que describen Ross y Ross (1983): se trata de un

circuito cerrado con cubas de 300 t:.m3 y 1540 cm® segun el tamafo de los
peces, con agua saturada 100% de aire. El oxigeno lo determinaban con
medidor YSI modelo 57 recogiendo los datos en un registrador Cole Palmer. El
consumo de oxigeno se determinaba por contraste de las concentraciones de
salida de las cubas con animales y una control.

Dabrowski (1986) utilizé un nuevo tipo de camara metabdlica para estudiar
el metabolismo activo en coregénidos y salmones juveniles.

La camara era un tubo circular de vidrio de dos tamanos (1.5 cm 0 2.2. cm
de diametro y 125 ml o0 230 ml de volumen), el diametro externo es de 19 cm y

el area interna de 3.8 cm”. El tubo tiene un estrechamiento de 0.8 cm de
diametro y 1.8 cm de longitud. La uniformidad y suavidad de la superficie del
estrechamiento fue importante para no molestar al animal mientras nadaba en el
respirometro. Se instalan tubos de entrada y salida de 0.4 cm a ambos lados,
por el de entrada se introduce aire y el de salida es de un material poroso.

Alrededor de la camara circular y a una distancia de 1-2 cm se pinta un
tambor de papel con listas verticales de colores blanco y negro que puede girar
a distintas velocidades. Se introducen los animales en ayunas en la camara con
el tambor parado durante una hora, después se hace girar el tambor a
velocidades crecientes, y cada 15 minutos, los peces pasan por el
estrechamiento donde son contados durante 5 minutos. La velocidad natatoria
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se calcula conociendo el nimero de peces que pasan a través del
estrechamiento y la circunferencia de la camara

El oxigeno se mide con un electrodo portatil (Ponselle, France) sumergido
en una muestra del agua que sale de la camara cada 15 minutos. El amoniaco
se mide de forma continua cada 5 minutos en periodos de 15 minutos con un
autoanalizador Technicon.

Con este respirometro se puede analizar el efecto de la intensidad de la
actividad natatoria, la alimentacién o ambas tasas metabdlicas del pez.

Ross y McKinney (1988) introducen la informatica en el tema al construir
una camara respirométrica de seis canales gobernada por ordenador, para el
estudio del ciclo respiratorio de Oreochromis niloticus.

Las camaras de respirometria eran de forma rectangular y el suministro de
agua se dispersa por las mismas colocando una lamina perforada a 5 mm del
orificio de entrada. La salida de cada respirémetro estaba conetada a un
dispositivo en forma de Y que permitia dirigir el agua a la bomba de recirculacion
o a la camara de medicion gracias a la actividad de valvulas solenoides de bajo
voltaje controladas electronicamente. La base de cada respirbmetro tenia forma
de piramide de cuatro caras con una pendiente de 30 °C para retener las heces.
Este area estaba vedada a los peces mediante la interposicion de una lamina de
tela plastica de 15 mm de poro. Las heces se retiraban abriendo una pequena
valvula situada en la base de la camara. Cuando se utilizaban peces mas
pequefios, el espacio muerto de los respirometros se reducia introduciendo
lAminas de material acrilico transparente a cada lado de la camara con lo que s€
aseguraba que los animales de experimentacion tuvieran una minima
oportunidad de desarrollar una actividad motora intensa.

L as camaras se hallaban situadas en un sistema de recirculacion simple, en
el que el agua se borboteaba desde un tanque colector de 30 litros de
capacidad a un tanque de cabecera de 17 litros, volviendo al colector que tenia
instalado un calentador de 1.2 kW controlado por un sistema Gallemkamp
TC1/G. Los calentadores trabajan contra una espiral enfriadora de acero
inoxidable que se rellenaba con agua del grifo, de manera que el sistema resulto
capaz de mantener la temperatura con una desviacion de = 0.2 °C. EIl aire se
introducia a través de dos burbujeadores en el tanque de cabecera a una tasa
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de 4 | min™ para mantener una saturacién préxima al 100%.

El agua pasaba, una vez oxigenada y a la temperatura apropiada desde el
tanque de cabecera hasta los respirometros a través de una valvula de seis
canales. El fluyjo a cada respirometro podia ser individualmente suprimido
mediante valvulas de bola y el global distribuido al sistema con una valvula de

bola medidora.

El agua del tanque colector era recirculada a través de un filtro Eheim que
contenia lana filtrante y carbén activo para retener las particulas y evitar que los
niveles de diversos metabolitos llegaran a ser demasiado altos. De esta forma,
durante cada periodo experimental de 7 dias y con los respirometros
completamente llenos, el pH permanecia practicamente constante (7.35 a 7.73)
y el contenido total de amoniaco no paso de 0.045 mg i

Como se ha indicado antes, el agua de salida de cada respirometro podia
opcionalmente, ser dirigida a una camara de medida donde se determinaban
concentracion de oxigeno con un oximetro YS|I modelo 58 y una sonda de
oxigeno 5739, flujo y temperatura. Para asegurar un flujo constante de agua
sobre la membrana de la sonda se usé un agitador magnético dentro de la
camara. La temperatura se midié con un sensor 590KH (R.S. Components) y el
flujo con un flujdmetro BF3675 (Farnell Ltd.). Las senales eléctricas originadas
en los tres sensores alimentaban tres de los cuatro canales de un convertidor
analdgico-digital (ADC) de un microordenador BBC modelo B.

La interfase analdgica incorporaba un traductor de presion Foxboro mod.
1800, que convertia la presiéon atmosférica en un voltaje proporcional con el que
se alimentaba el cuarto canal del convertidor ADC. Dado que se encontré que el
voltaje de referencia del ADC era altamente sensible a la temperatura causando
una deriva indeseable de las medidas, se instalé un corrector de precision de
voltaje PMI ref-02 en lugar de la referencia interna del microordenador.

Para controlar la actividad de las valvulas solenoides (secuencia de
apertura y cierre) situadas a la salida de los respirometros se uso el mismo
microordenador antes citado, concretamente el puerto usuario de 8 Dbits,
configurado como una salida y utilizado para gobernar una interfase digital
Schottky TTL que podia conectar cada valvula activando un modulo interfase
Crydom International Rectifier. La interfase TTL también podia ser operada
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manualmente para trabajar con las valvulas durante operaciones de limpieza y
comienzo de los experimentos.

El conjunto del sistema fue gobernado por un programa escrito en lenguaje
BASIC.

Boese (1988) (figura 2-5), usa un respirometro muy parecido a los descritos
por Bishop (1976) y Jobling (1982), con dos tamanos de cubas, uno de 425 mi
para peces pequefios y otro de 1250 ml para peces de mayor tamano. Con él
realizo tres tipos de experimentos en el lenguado Parophrys girar para estudiar
las relaciones entre oxigeno disuelto, eficacia de extraccion del oxigeno,
voldmen de ventilacién, consumo de oxigeno, tasa de ventilacién y el peso del

pez.

]

‘I,,-_ _
J

| Fig. 2-5. Respirometro utilizado por Boese (1988)
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Mediante una bomba peristaltica se enviaba el agua al respirometro que
estaba sumegido en un bafio a temperatura constante. El agua que salia del
respirdmetro pasaba a una cuba de aireacion.

Se media el oxigeno disuelto de manera continua en el tanque de
saturacion con un electrodo YSI modelo 54 equipado con un registrador YSI
modelo 80, con éste registro se obtenian los datos del oxigeno que entraba al
respirometro. A intervalos, se media asimismo el oxigeno presente en el agua
de salida, ajustandose el flujo de manera que la diferencia entre el oxigeno de
entrada y salida estuviera en el rango de 0.3-1.5 ml O 5

En otros experimentos utilizaron los mismos respirémetros pero midiendo
simultaneamente en el agua de entrada y salida con dos sensores YSI| modelo
54 y registradores YSI modelo 80A. Para estudiar los efectos del nivel de
oxigeno disponible sobre la tasa metabdlica, exponian a los animales a niveles
de oxigeno de entrada de 95% a 25% de saturacion, con incrementos iguales
para cada pez. Para ello, el oxigeno que entraba al respirometro se controlaba
bombeando agua a través de una espiral de vidrio conectada a dos recipientes
de 60 litros que contenian agua salada saturada de nitrbgeno y oxigeno
respectivamente.

También estudiaron la eficacia de extraccién de oxigeno utilizando tres
respirémetros como los anteriores bombeando el agua a 100-200 mi min~'. Se
anestesiaba al pez para ponerle una canula sujeta a su cabeza de forma que el
agua entraba en el respirometro por los movimientos respiratorios del pez.
Contando los movimientos operculares por unidad de tiempo se media la tasa
de ventilacion.

Sayer (1988) (Figura 2-6) investigo la excrecion de amoniaco en Blennius
pholis utilizando un respirémetro como el que describian Davenport y Sayer
(1986): un recipiente de 180 ml con agua salada (33% salinidad) y con un flujo
continuo de 600 ml h'. Las muestras del agua que sale del recipiente se
recogen en tubos de 50 ml cada 5 minutos y se analizan para determinar
contenidos de amoniaco y urea con el método de Davenport y Sayer (1986).

Para hacer mediciones continuas utilizé una cuba de dimensiones
reducidas para poder detectar cualquier cantidad de amoniaco por pequena que
fuera con un electrodo Philips 1S-570-NH_ conectado a un registrador grafico
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Philips PW9409. Un recipiente sobre la cuba liberaba una disolucion alcalina
(EDTA 0.93M en NaOH 2M) a 0.5 mi/min para mantener el pH 11 (asi los iones
amonio se liberan como amoniaco, no se precipitan hidroxidos y se evita un
posible bloqueo de la membrana del electrodo).
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Fig. 2-6 Dispositivo utilizado por Sayer (1988)

Maxime et al. (1989) (Figura 2-7), realizaron un estudio comparativo entre
las fases parry smolts de Salmo salar con un respirbmetro que constaba de dos
cubas de 50 litros de capacidad a las que se suministraba el agua desde un
tanque de reserva, las cubas disponian de dispensadores automaticos de
comida.

El sistema poseia tres electrovalvulas, dos para controlar la toma de
muestras de las cubas y la tercera para toma de muestras del agua que se
suministra a las cubas. Las electrovalvulas estaban controladas por un
microprocesador provisto de la interfase apropiada. Median la presion parcial del
oxigeno con un sensor y el ordenador procesaba la media de los valores
recogidos los ultimos cinco minutos de cada periodo de diez, para calcular el
consumo de oxigeno.
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Fig. 2-7 Diagrama del circuito utilizado por Maxime, et al., (1989)

Forster (1990) utilizdé dos tipos de respirdbmetros para confirmar la baja tasa
metabdlica de Eptatretus cirrhatus. Se trata de respirdmetros de flujo continuo,
tanques regulares de plastico, con una capacidad de 6.4 litros. Mide la presion
del oxigeno del agua de salida con un electrodo Beckman (39553), se mide
también la presién del oxigeno de las muestras de agua de entrada y salida con
un electrodo IL 1302.

Con respirometros de forma rectangular de 14 litros de capacidad, se creo
un sistema cerrado y se midi6é la caida de presién del oxigeno con electrodos
Beckman.

Guinea y Fernandez (1991) (Figura 2-8), estudian la tasa metabdlica de
Mugil saliens utilizando un respirdbmetro basado en el modelo de Solomon vy
Brafield (1972) que consta de un acuario de cristal de 14 litros de capacidad,
con tapadera hermética. El agua que sale del respirometro se reoxigeno en un




REVISION BIBLIOGRAFICA 30

i —— e

segundo acuario que estaba termostatizado, de 50 litros de capacidad,
mediante una fuente de aireacion.

Registrador

[ r=|

Respirébmetro

Difusor Filtro

Unidad de Calentador .
de aire

magnético enfnamento

Sistema de acondicionamiento del agua

Fig. 2-8. Respirometro utilizado por Guinea y Fernandez (1991)
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Se conectd un circuito independiente provisto de un filtro y una lampara
germicida a la unidad de reoxigenacién, para evitar acumulacién de particulas
en suspension y la proliferacion de microorganismos.

El oxigeno de entrada y salida del respirOometro se controlé continuamente
mediante un oximetro WTW OXI-90 provisto de un sensor polarografico WTW
EOT-190 conectado a un registrador. La salinidad del agua se determiné por
titracion (APHA, AWWA, WPCF, 1980), para ajustar las respectivas
concentraciones de oxigeno.

Oikawa et al. (1991) (Figura 2-9) utilizan un respirometro para larvas de
Pagrus mayor. Estudian el metabolismo basal con métodos diferentes
dependiendo de la fase de desarrollo; respirometro cerrado que basa su
funcionamiento en la disminucién del oxigeno del agua en una cuba cerrada o el
metodo de flujo continuo basado en las pérdidas de oxigeno y control del flujo
de agua (el oxigeno en el método cerrado se determind por valoracién de
Winkler y en el método de flujo continuo con un electrodo), por ultimo el método
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semicerrado que es esencialmente uno cerrado, pero en el que se pasa muy
despacio un flujo de agua saturada de aire antes de medir el oxigeno y se cierra
durante la medida (para medir el oxigeno se usan valoracion de Winkler y
sensor).
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Fig. 2-9. Diagrama del circuito utilizado por Oikawa et al., (1991)

El agua que se suministra a la cuba se filtra y esta convenientemente
termorregulada y oxigenada. El sensor de oxigeno que se introduce en la cuba
con las larvas esta equipado con un agitador magnetico.

Utilizan una botella conectada a la cuba para eliminar el oxigeno del fondo.
En el método semicerrado esta botella, que recibe el agua de salida de la cuba,
se utiliza como blanco y, antes de medir el consumo de oxigeno, se cierra
herméticamente y se introduce en un bano con la cuba de las larvas. Utilizando
el valor inicial de la concentracion de oxigeno en la cuba y el valor final en la
botella, se elimina el consumo de oxigeno bacteriano de la descomposicion de
materia organica.
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En el método de flujo continuo se utiliza como blanco una cuba sin
animales, cuya concentracion de oxigeno suponen que es la misma que entra
en la cuba que contiene las larvas.

Moreau et al. (1991) (Figura 2-10) utilizan un ingenioso respirometro
bimodal para estudiar por calorimetria indirecta el metabolismo de Hoplosternum
litorale que es un pez siluriforme de respiracion aérea que vive en los pantanos
de America del Sur.

H

e
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Fig. 2-10. Respirometro utlizado por Moreau et al., (1991)

El respirémetro consta de un barril de vidrio, de 0.21 m de diametro, con 10
litros de agua (que no lo llenan por completo) y 1.5 litros de gas. Las variaciones
del gas se miden con un manémetro en forma de U que conecta el barril con
una botella de referencia que contiene agua destilada y aire.

De acuerdo con Carter y Beadle (1931) éste pez toma oxigeno de ambos
medios (acuatico y aéreo), mientras que la excrecion de dioxido de carbono y
nitrogeno los realiza solamente en el medio acuatico; para confirmar estas
afirmaciones se evalud el diéxido de carbono en la zona del barril sin agua,
utiizando en las pruebas preliminares un analizador de gas IR Licor 6200,
encontrandose que los valores de la excrecion de diéxido de carbono en el aire
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era menor del 1% del total excretado por el pez.

Estiman la disminucion en la concentracién de oxigeno con meétodo
manomeétrico. El barril y 1a botella estaban sumergidos en un bano para controlar
la homogeneidad térmica de todo el sistema.

Antes de cada experimento se llenaba de agua el bafo y se dejaba
circulando por el sistema una noche. Al principio de cada experimento se
llenaba completamente el barril con agua del bano utilizando una valvula de
tres vias situada en el fondo, luego se introducia al pez y se cerraba la cuba
con una cubierta de plexiglas hermética al aire.

Se tomaba una muestra inicial de agua de la cuba aspirando del fondo con
la valvula que deja entrar aire abierta y el mandmetro desconectado. Se ajusto
el agua en el interior del barril a 10 litros, se cerraron todas las valvulas y se
conectd el mandmetro. Se leian, durante dos horas las disminuciones del aire
en el manometro y la temperatura del bafo. Se desconecté el manometro y se
llend la cuba de aire tomandose las muestras finales de agua. Para evitar
molestias al animal se dejaba siempre al menos una capa de 5 cm sin agua.

Yamamoto (1991) (Figura 2-11), utiliza un respirometro de pequenas
dimensiones e inmoviliza al pez para estudiar la relacion entre respiracion y
tamano.

El respirobmetro es del mismo tipo que el que describe Yamamoto et al.,
(1988), con seis tamanos de cuba para diferentes tamanos de peces. Una vez
esta el pez dentro del respirometro se le sujeta metiéendole la cabeza (a la altura
de boca y ojos) por una membrana muy fina de goma que esta unida a un
dispositivo fijado en la parte posterior de la cuba para inmovilizar al animal en la
posicion deseada.

El nivel del agua de la cuba se fija a la altura de la boca del animal. Se
recoge en una botella la muestra de agua que sale del repirometro para medir
por metodo quimico el oxigeno disuelto.
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Fig. 2-11. Camara utilizada por Yamamoto (1991)

El volumen de ventilacion lo determinan a partir del agua que sale de |a
cuba a la botella durante un periodo de 5 minutos. La frecuencia de ventilacion
la calculan por los movimientos del nivel del agua en la camara tambien durante
5 minutos.

Para determinar la concentracién de oxigeno del agua de entrada y salida
de la camara usan el método de Winkler, pero ademas calculan la utilizacion del
oxigeno por las branquias y a nivel cutaneo, asumiendo que por las branquias
se respira el 70% del oxigeno.

Heinsbroek et al. (1991) utilizan un respirémetro con circuito abierto como
el que describen Hogendoorn et al., (1981) y Heinsbroek et al., (1990) para
realizar un estudio comparativo del balance de energia y nitrégeno en anguila y
carpa.

El oxigeno del agua que entra y sale del respirdbmetro se mide con un
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electrodo WTW TriOXmaticFz 601y 160. Pasan una muestra del agua que entra
y sale de cada uno de los cinco acuarios de que consta el sistema por el
electrodo de oxigeno durante 6 periodos consecutivos de 5 minutos. La toma de
muestras se controla con valvulas magneéticas.

Para la determinacion de la excrecion de diéxido de carbono y nitrégeno se
afiade al respir6metro un analizador de flujo continuo Alpkem para medidas en
linea de concentraciones de CO, , NH,s -N y NOx -N. Las muestras vienen del
sensor de oxigeno y son bombeadas a los canales de una serie de
espectrofotometros paralelos; ademas de la muestra se bombea aire y los
reactivos necesarios para las medidas y aire para ayudar a que se den las
reacciones entre muestras y reactivos.

Para medir el diéxido de carbono se acidifica la muestra para pasar todas
las formas carbonadas a CO, y luego se dializa a través de una membrana
permeable al diéxido de carbono en una solucién débiimente tamponada de
indicador fenoftaleina, el diéxido de carbono produce una bajada de pH del
indicador produciéndose una disminucién en la absorbancia medida a 550 nm.
El nitrégeno amoniacal se mide por reaccién hipoclorito fenol y nitroferrocianuro
que acelera la formacion de azul de indofenol que se mide a 640 nm. La suma
de nitrogeno procedente de nitratos y nitritos se realiza reduciendo con cadmio
los nitratos a nitritos y midiendo la azo coloracion a 543 nm. Los datos del
sensor de oxigeno y del analizador de flujo continuo se recogen en un
microordenador.

Adicionalmente utilizan un colector de heces automatico consistente en un
sistema de paletas al que le llega el agua de los acuarios.

La regeneracién el agua se realiza haciendo pasar la que sale de los
acuarios por un filtro biolégico termorregulado y por un sistema de aireacion.

Chakraborty et al. (1992) utilizan un respirometro que consta de cinco
camaras de 20 litros de capacidad, para estudiar el efecto de los niveles de la
proteina en la dieta y niveles de excrecion de amoniaco en Cyprinus carpio.

Cada camara esta separada en dos por una membrana diagonal de
plexiglas de manera que no hay transferencia de agua entre las dos secciones,
para utilizar como control la seccion sin animales.
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La camara se rellena de agua desde un tanque de cabeza y desde ella el
agua sale hacia una columna de recogida de heces que tiene una salida
superior conectada a una valvula de tres vias; gracias a ésta, el agua puede ir a
un medidor de flujo, pasar a una cubeta para medir amoniaco y luego al filtro
biolégico, o bien ir directamente al filtro biolégico desde donde se bombea al
tanque de cabeza.

Del interior de la cubeta se toman muestras de agua (5 ml) con una aguja
hipodérmica de 0.5 mm a través de un tapén de goma situado en la cubierta de
la cubeta cada 12 minutos. Utilizan una cuba sin animales como blanco y el
amoniaco lo miden con el método de fenol-hipoclorito (Stirling, 1985).
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2.3 COMPONENTES DE UN BALANCE ENERGETICO

Los estudios de bioenergétiCa, nos permiten determinar la energia que
necesita un animal para sobrevivir, ya que éste debe conseguir tanta energia en
forma de moléculas de alimento como la suma de toda la energia que disipe y
almacene, segun la ecuacion:

Energia (entra) = Energia (saie) + Energia (retenida)

Para poder estudiar pormenorizadamente las variables que intervienen en
el metabolismo energético de los peces, se expresa la ecuacion del principio de
conservacion de la energia en los términos siguientes:

C=R+P+U+F

donde:
e C es la energia bruta del alimento
e R es latasa metabdlica
e P es la energia retenida por el pez (crecimiento somatico y reproductivo)
e U son las pérdidas energéticas metabdlicas de origen nitrogenado
e F son las pérdidas energéticas en las heces

En el siguinte esquema puede verse como se desglosa la energia en un
balance tipico.
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‘ Balance energetico | __l

(C)

Energia bruta
del alimento
Energia excretada en heces (F)

ED=C-F ED ED=EM+U
Energia |
digestible

\\D Energla excretada de origen
nitrogenado (U)

EM=R+P EM

Energia

metabolizable

| K\> SDA
\ Metabolismo
activo (Ra) J
J | R =Rs + Ra + SDA
Produccion (P)
Metabolismo estandar (Rs)
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Utilizacion de la energia metabolizable
Segun el balance energético: ‘
EM=P+R

Esta expresion tiene una validez general, pues se apoya, en el principio
general de conservacion de la energia y expresa el hecho de que la energia
metabolizable (EM) se reparte entre la energia neta retenida en los tejidos del
animal (P) y el calor liberado (R) o, tasa metabdlica.

Si la representamos graficamente obtenemos:

Utilizacion de la energia metabolizable (EM)
P a nivel de mantenimiento

-

Se trata de una recta que intercepta a ambos ejes en dos puntos muy
interesantes en calorimetria:

e SiEM =0, situacion que se produce en ayuno, entonces P = -R siendo R = Rs |a
tasa metabdlica en ayuno (cuando ha desaparecido el efecto de Ila
alimentacion o SDA) o tasa metabdlica estandar.
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e Si P =0, entonces la ingesta es de mantenimiento y se cumple que EM = R,
siendo R = Rm la tasa metabdlica de mantenimiento que, en este nivel de
ingesta, es igual a la energia metabolizable de mantenimiento.

La ecuacién de la recta que obtenemos es:

P=kmnEM-Rs
donde: k= R g
R

m

es el coeficiente de utilizaciébn de la energia metabolizable a nivel de
mantenimiento ( Van Es, 1972).

Este coeficiente es muy importante en calorimetria, pues representa la
pendiente de la recta que relaciona la energia metabolizable (EM) con la energia
retenida (P). Los valores de k. obtenidos por diversos autores para Cypnnus
carpio son:

Autor Km

Huisman (1976) 0.7
Schwarz y Kirchegessner, (1984) 0.62

Meyer-Burgdorff et al. (1989) 0.60

que comparandolos con el valor obtenido para homeotermos de kn = 0.75 - 0.80
(Van Es, 1972), se deduce que estos ultimos utilizan la energia metabolizable de
forma mas eficiente, aunque sus necesidades de mantenimiento son del orden
de 10 veces la de los peces.

En régimen de engorde, la k, se denomina kg, cuyos valores para
diferentes niveles de ingesta y a una temperatura de 23 °C, en Cypinus carpio
han sido obtenidos por (Meyer-Burgdorff et al. 1989):

e

Ingesta (% peso corporal) 2 3.5 4.8 6.1

S i = i s S i e —

Kg 0.59 0.64 0.70 0.72
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La comprension y estudio de la energética nutricional de cualquier animal,
Incluidos los peces, es una base necesaria para la consecucion de un régimen
dietario equilibrado y adecuado a un determinado ambiente fisico. La definicién
completa de los requerimientos nutritivos y energéticos, depende del
conocimiento de la proporcion en que la energia contenida en los componentes
de una dieta es catabolizada como combustible o anabolizada para constituir
reservas tisulares.

Debido a que el objetivo primordial de una picifactoria es maximizar la
supervivencia y el crecimiento al coste mas bajo posible; es obvio que gran
parte del éxito de un cultivo de peces depende del aporte de dietas que
contengan niveles adecuados de energia, asi como un balance apropiado de
nutrientes que permitan el crecimiento mas efectivo del animal.

Los estudios de bioenergética en peces se encuentran menos
desarrollados que en aves y mamiferos y no hay duda de que el enfoque
bioenergéetico y el uso de modelos predictivos son potencialmente de gran
beneficio para la acuicultura, algo que todavia no se termina de reconocer.

Uno de los mayores beneficios de los balances energéticos, es que se
pueden realizar en cortos periodos de tiempo en comparacién con lo que duran
los ciclos bioldgicos y de cultivo. Permiten realizar predicciones rapidas de los
efectos sobre el crecimiento de determinadas dietas, tipos de manipulacién, etc.,
evitandose asi, experimentos largos que sobre todo en picifactorias, estan
expuestos a interferencias de variables incontroladas (alimentadores, aireacion,
bombeo del agua, etc.) y que requieren gran niumero de especimenes, tiempo y
dinero. Asi mismo, estudios de balances energéticos acumulativos, es decir,
realizados a intervalos de tiempo, pueden contribuir a suministrar informacién
sobre ciclos naturales que cubran los efectos de la edad, cambios estacionales,
fase reproductora, cambios en las constantes ambientales, etc.
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2 3.1 ENERGIA BRUTA DEL ALIMENTO (C)

Las necesidades energéticas de los peces son diferentes de las de las
mamiferos terrestres, ya que los peces son animales poiquilotermos y no
necesitan gastar energia para mantener su temperatura corporal constante.
Como son amonotélicos, convierten el nitrégeno proteico en amoniaco, que
tiene la ventaja sobre la urea de ser un proceso menos CoOsloso
energéticamente. Por otra parte también necesitan menos energia para orientar
su posicion en el agua, en comparacién con los animales aereos.

Los peces utilizan mal los carbohidratos complejos, por lo que sus fuentes
principales de energia son las proteinas y las grasas.

Los piensos granulados son los mas utilizados en la alimentacion de peces
porque ofrecen grandes ventajas, ya que se puede disenar el tamano de los
granos, contenido energético y las proporciones relativas de carbohidratos,
lipidos y proteinas.

Los piensos granulados pueden ser inestables en el agua y se pierden
nutrientes que provocan una sobrestimacion de C (Talbot, 1985). Estas perdidas
se han estimado en el 4% (Elliott, 1976). Estos problemas se pueden evitar
afadiendo a estas dietas agentes aglutinantes que permiten compactar el
pienso y hacerlo mas estable en el agua, lo que repercute en un mejor
aprovechamiento digestivo del mismo. Los mas utilizados son los hidrocoloides
organicos, tales como goma arabiga, agar, acido alginico y carboximetilcelulosa.
Brafield (1985), utiliza el alginato Glucol E/RH2 que es soluble en agua fria, pero
cuando se le trata con un alcali apropiado se modifica quimicamente y se vuelve
insoluble cuando esta seco. En nuestro laboratorio (Tesis Doctoral de A.E.
Morales) hemos utilizado un polimero artificial (Carbapol 941), carboximetil
celulosa y alginato, encontrando en todos la misma efectividad.

2 311 CUANTIFICACION DE LA INGESTA Y VALORACION ENERGETICA DE LA DIETA

En acuicultura es importante desarrollar sistemas intensivos de alto
rendimiento y para poder alcanzar estos objetivos, un factor a tener en cuenta
es la eleccién adecuada de la dieta, tanto en su composicién, como en la racion
que se suministre a los peces, ya sea de mantenimiento o de engorde.
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Las raciones de mantenimiento son las que no producen cambios
significativos en el peso ni en la composiciéon corporal de los animales. Se
consideran raciones de mantenimiento desde un 0.2 a un 0.7 % (peso pez dia™)
dependiendo de la composicién de la dieta (Carter y Brafield, 1992; Meyer-
Burgdorff et al., 1989).

Las raciones de engorde son las que producen un aumento en el peso y |la
composicion corporal de los animales. Se consideran raciones de engorde
desde un 0.7% hasta un 6% (peso pez dia™), dependiendo de la composicién
de la dieta (Meyer-Burgdorff, 1989),

Una vez que se ha elegido el tipo de raciébn, es necesario hacer un
seguimiento diario de la cantidad de comida que ingieren los animales, para
poder realizar correctamente los balances energéticos finales. Con este fin, se
debe de pesar la comida antes y después de ofrecérsela a los peces, y retirar
de la cuba la que no se hayan comido, para poder cuantificar que cantidad de la
racién ofrecida se han comido realmente. Es muy importante el diseno de la
cuba, para poder retirar los restos de comida inmediatamente después de l|a
ingesta, y pesarla antes de que se deteriore en el agua, sin tener que molestar a
los animales.

La valoracién energética de la dieta es el calculo de su energia bruta. Esta
valoraciéon se puede realizar por dos métodos diferentes y complementarios:

e Un método es quemar cantidades conocidas de muestras de la dieta en
bomba calorimétrica.

e Otro método es analizar el material del alimento y multiplicar las proporciones
de carbohidratos, proteinas y grasas por factores de conversion apropiados;
los valores medios mas aceptados para la combustion completa de
carbohidratos, proteinas y grasas son 17.2, 236 y 395 kJ g’
respectivamente (Brafield y Llewellyn, 1982; Jobling, 1983b), aunque Brett y
Groves (1979) opinan que el ultimo valor es mas apropiado para los acidos
grasos saturados de mamiferos y dan 36.2 kJ g’ para la grasa de los peces
que es altamente insaturada.

Este ultimo método tiene la ventaja de que se puede descontar el
contenido energético de la excrecién nitrogenada, si es necesario. El calor
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desprendido por la oxidacion completa de 100 g de proteina es de 2364 kJ, pero
como en los peces el producto final es el amoniaco, se restan 397 kJ que
corresponden a la oxidacién del NHs, por lo que el calor de combustion en tal
caso sera de 19.67 kJ g en lugar de 23.6 kJ g™. El contenido energetico de una
dieta granulada, compuesta de una mezcla de los tres nutrientes basicos se
sitia normalmente en un rango de 20 - 25 kJ g™’ (Brafield, 1985).

Una vez que se ha determinado la energia bruta de la dieta, se calcula la
energia de la racién que comen los animales cada dia.

2.3.1.2 REGIMEN DE ALIMENTACION

Cuando se realizan estudios de energética y crecimiento en laboratorio, el
principal objetivo es por lo general, obtener informacion sobre las tasas
maximas de crecimiento del pez con diferentes regimenes de alimentacion: en
exceso, a saciedad o restrictivo.

La alimentacién en exceso se puede utilizar con alimentos naturales o
con dietas granuladas. Si las dietas son granuladas se pueden ofrecer mediante
alimentadores automaticos que dispensan cantidades de comida a cortos
intervalos de tiempo. Este meétodo garantiza una alimentacion mas o menos
continua, dando la oportunidad al pez de poder consumir raciones maximas que
potencien su crecimiento. Las desventajas de este método son el desperdicio
de comida y que ésta se puede desintegrar contribuyendo al deterioro de la
calidad del agua dentro del tanque experimental.

Para conocer la cantidad de comida que ingiere un pez alimentado a
saciedad, se emplean métodos especiales. Las técnicas radiograficas se utilizan
para cuantificar el contenido del intestino de un pez, anadiendo a los piensos
bajas concentraciones de particulas que se detectan con rayos X. Después de
la comida se radiografia a los animales para saber cuantas particulas hay en
sus intestinos y se calcula la cantidad de comida ingerida, relacionando dichas
particulas con las que hay en una cantidad previamente determinada de
alimento. Con este método no hace falta tener a los peces en ayunas antes del
experimento, no es invasivo y permite realizar medidas individuales; pero tiene
dos inconvenientes: si estas particulas pasan rapidamente al intestino, se
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pueden perder con las heces, obteniéndose datos incorrectos sobre la cantidad
de alimento consumido y si las medidas son repetitivas, se debe dejar el tiempo
suficiente para que todas las particulas de una comida sean evacuadas antes
de la siguiente .

La alimentacién a saciedad se define, como la maxima cantidad de
comida que puede consumir un pez cuando se le ofrece el alimento dos o tres
veces al dia. La precisién de esta definicion se puede cuestionar en algunos
casos, ya que a pesar de ofrecerle a un pez el alimento varias veces al dia, éste
puede no tener la misma disposicion a comer, pues en muchas especies de
peces se producen aumentos y disminuciones de su actividad alimenticia
durante ciclos de 24 horas (Stirling, 1977; Smagula y Aelman, 1982; Fabridge vy
Leatherland, 1987; Cui y Wootton, 1988b; Cui y Liu, 1990), también hay
especies cuyas actividades varian con la noche, el dia o el crepusculo y otras,
segun las estaciones del ano.

La alimentacién restrictiva es una alimentacion controlada, en la que se
le ofrece al animal una cantidad de alimento que es un % de su peso y que
puede variar segun las necesidades de los estudios experimentales.

23 1.3 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA INGESTA

La mayoria de las caracteristicas bioldgicas, incluyendo las funciones
fisiolégicas (como la ingestiéon de alimento), dependen del tamano del animal. La
relaciéon entre una variable biolégica y el tamafio corporal se puede describir
mediante la ecuacion:

C =awb

donde la variable biolégica C (consumo de alimento), aumenta alométricamente
cuando aumenta el peso corporal, W. Los términos a y b son constantes, con a
se expresa el consumo especifico y b suele variar poco y su valor es menor de
1.

En la mayoria de las especies de peces se han encontrado las tasas
maximas de ingestién de alimento en proporcion al peso del cuerpo, en una
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escala de 0.6 - 0.8 para el exponente b, aunque Cui y Liu (1990) obtienen en
seis especies de teleosteos valores de 0.54 - 1.23. Al exponente b le afectan
entre otros factores la dieta, Fischer (1973) encontré que cuando alimentaba a
peces de la especie Ctenopharryngodon idella con una dieta herbivora, el
exponente b valia 0.8, mientras que con una dieta omnivora valia 0.49; otro
factor es la temperatura, Fonds y Saksna (1977), encuentran que cuando se
somete a la especie Solea solea, a un rango de temperaturas entre 10 y 26 °C,
los valores del exponente b estan entre 0.4 - 0.9, por ultimo, cuando la cantidad
y la frecuencia de las comidas disminuye el exponente b aumenta, porque el pez
se vuelve hiperfagico (Jobling, 1983). Ursin (1967), argumenté que la tasa
maxima de consumo de alimento estd determinada por la superficie de
absorcién en el canal alimenticio, pero los valores que se han ido obteniendo del
exponente b en diferentes especies y las diferencias interespecificas del mismo,
sugieren que este argumento no esta justificado.

En la siguiente tabla (Jobling, 1994) se pueden ver diferentes valores del
exponente peso en relacién con el peso corporal y el régimen alimenticio en
diferentes especies:.

Tabla 2-1 E{Eonentes del peso utilizados en diferentes esEecies de peces.

_____ E_specie Peso (g) Régimen alimentario | Exponente b _.
Oncorhynches nerka 4-216 A saciedad, 3 veces al dia 0.657
Oncorhynchus mykiss 3-1300 A saciedad, 3 veces al dia 0.830
Salmo trutta 5 -300 A saciedad, 4 veces al dia 0.761
Micropterus salmoides 8 - 150 A saciedad, 2 veces al dia 0.711
Dicentrarchus labrax 2 - 180 A saciedad, 3 veces al dia 0.7127

Los peces de mayor tamafio consumen mas alimento que los peces
pequefios, aunque es una practica comun, expresar la ingestion de alimento, o
tasas de ingestion en términos relativos (comida ingerida por gramo de peso, O
como porcentaje de peso corporal y por dia), la ingesta expresada en estos
términos, disminuye cuando aumenta el peso corporal. A temperatura
constante, el tamano del cuerpo es el factor que mas influye en la tasa maxima
de consumo de alimento (Elliott, 1979).
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La temperatura del agua es el factor que mas influye en la cantidad de
alimento que consume un pez. Cuando un pez tiene libre acceso a la comida, al
aumentar la temperatura del agua, aumentara su tasa de ingestion, pero este
aumento bajara rapidamente en cuanto que Ia“temperatura del agua suba por
encima el limite de tolerancia térmica de la especie en cuestion (Elliott, 1979).

En la siguiente tabla se muestra la influencia de la temperatura del agua y
el peso en el consumo de alimento de la trucha marrén (Jobling, 1994):

Tabla 2-2 Influencia de la temperatura y el peso en la ingesta de la trucha marrén

Alimento consumido por el pez cada dia

——

10 °C 15 °C

Peso del pez (g) Materia Seca (mg) % Peso pez Materia Seca (mg) % Peso pez

S 64 5.3 135 11.3
10 108 4.5 230 0.6
S0 367 3.1 791 6.6
100 621 2.6 1346 5.6
200 1068 2.2 2290 4.8
300 1429 2 3125 4.3

WW

El alimento que consumen los peces, a menudo, se caracteriza, por
grandes variaciones tanto inter como intra-individuales. Cuando se alimenta a
un conjunto de peces, se producen interacciones sociales y se establecen
jerarquias de dominancia, con el resultado de que algunos individuos
disminuyen su ingestiéon de alimento y su crecimiento, aunque la forma de
alimentarles sea a saciedad o en exceso. Estos efectos son mas marcados
cuando se restringe el suministro de comida o ésta es un recurso defendible; en
estas condiciones los individuos socialmente dominantes pueden consumir
mayores cantidades de comida que los peces subordinados.

En experimentos con truchas arco iris alimentadas de forma restrictiva con
0.5, 1y 1.6% del peso total por tanque y suministrando el alimento durante 60
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minutos cada dia, se ha podido comprobar la importancia de las interacciones
sociales de la ingesta. Con la alimentacién mas restrictiva habia peces que
consumian 6 veces mas alimento que otros, mientras que con la alimentacion
menos restrictiva los peces socialmente dominantes comian 2.5 veces mas
alimento que los demas, las variaciones diarias en la toma de alimento eran
minimas en los peces dominantes, mientras que en el resto eran muy grandes,
ingiriendo unos dias mucho alimento y otros muy poco o ninguno. Para dificultar
la monopolizacién del alimento por unos pocos individuos, se limita el tiempo de
suministro, favoreciendo una mejor distribucion del alimento en grupo (Jobling,
1994).

Otros factores que disminuyen la cantidad de la ingesta son niveles bajos
de oxigeno disuelto en el agua, el sabor del pienso y su composicion.

Las tasas de ingestidbn de alimento (y crecimiento), pueden sufrir
variaciones a largo plazo incluso cuando el pez se encuentre en condiciones
medioambientales uniformes, como por ejemplo, luz y temperatura constantes.
Los peces sexualmente maduros también pueden sufrir variaciones en la
ingestion del alimento en los diferentes estadios de su ciclo reproductivo; sin
embargo, la importancia de factores medioambientales y endogenos en la
regulacion a largo plazo del consumo de alimento, esta relativamente poco
estudiado.

2.3.2 TASA METABOLICA (R)

El metabolismo energético se realiza en los peces, como en cualquier otro
organismo, por la oxidacion de substratos exégenos o endégenos, con el fin de
producir la energia necesaria para su mantenimiento, crecimiento (somatico y
reproductivo) y actividad.

Las tasas metabdlicas medidas en distintas situaciones nos permiten
evaluar el coste energético de las actividades que se llevan a cabo. Entre las
actividades se incluyen el crecimiento, regeneracion tisular, trabajo quimico,
osmoético, eléctrico y mecanico interno, el trabajo externo de locomocion y las
pérdidas por secreciones, orina y heces.
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Entre los factores que influyen en las tasas metabdlicas estan la
temperatura ambiental, hora del dia, época del ailo, edad, tamaro, estres, dieta,
sexo y prefiez. En consecuencia las tasas metabdlicas solo podran compararse
significativamente en condiciones cuidadosamente elegidas y estrictamente
controladas.

2.3.2.1 DISTINTAS FRACCIONES DE (R)

Los peces pasan a diario por diferentes situaciones metabdlicas que
podemos evaluar por calorimetria indirecta, midiendo el oxigeno que consumen
en cada momento.

En un registro continuo de consumo de oxigeno en ciclos de 24 horas, se
observa un periodo estable de dicho consumo, que comienza al apagarse la luz
y termina al salir el sol al dia siguiente, que muchos autores lo identifican con la
tasa metabélica de reposo o de rutina (Rr). Esta tasa metabdlica se mide
como los valores medios mas bajos de consumo de oxigeno, en ciclos de 24
horas antes de la comida (Guinea y Fernandez, 1997); no es independiente ni
de la dieta ni de la racién y por esta razén no se la puede tomar como nivel base
del metabolismo. En peces alimentados con raciones de mantenimiento la tasa
metabdlica de rutina (Rr) esta por encima de la tasa metabélica estandar (Rs).

La tasa metabodlica estandar (Rs), es /a tasa estable del metabolismo
energético, medida a una temperatura determinada, en condiciones de minimo
estrés ambiental y fisiol6gico, después de que el ayuno detenga temporalmente
los procesos absortivos y digestivos. Es el nivel minimo de gasto energetico
para mantener vivo al animal. Resulta dificil asegurar que los peces se
encuentran en un estado de reposo muscular, por la necesidad que tienen de
mantenerse orientados en el agua, lo que implica cierta actividad, por esta razon
algunos autores han calculado el metabolismo estandar como el metabolismo
activo extrapolado a una velocidad cero. Sin embargo la tasa metabdlica de
rutina después de un ayuno de 48 horas, puede ser considerada como una
buena aproximacién del metabolismo estandar (Elliott, 1976b; Cui y Wootton,
1988b.); esta segunda opcién es el método utilizado en este trabajo.
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La tasa metabdlica estandar se mide a una temperatura controlada, porque
los peces son animales poiquilotermos y su temperatura corporal varia con la
del medio. Es muy importante aclimatar previamente a los peces de forma
gradual (1° cada dia), puesto que se deben de activar los mecanismos
reguladores que les permiten adaptarse a las nuevas condiciones.

Las variaciones que se producen en la tasa metabdlica estandar con los
cambios de la temperatura, se pueden apreciar en la tabla 2-3:

Tabla 2-3 _Influencia de la temperatura en la tasa metabélica estandar (Rs) o
Especie Ndamero Peso (g) t Rs Autor
de (°C)
. peces _ (1) (2) = E—

Carassius auratus 5 100 20 57.6 Van den Thillart (1977)
Mugil auratus 1583 20 1134 Alekseeva (1967)
Cyprynus carpio 6 820-1970 20 66.1 + 6.2 Becker et al., (1992)

‘ ‘ = “ 21 68.2 + 6.9 :

‘ ‘ ‘ = 22 734 & 60 “

‘ ‘ ‘ “ 23 88.9 + 16.7 -

¢ ‘ “ “ 24 94.3 + 20.2 -

* y “ ¢ 25 92.3 + 20.5 )

. - 192 79-1370 25 73.15 Yamamoto (1991)

. ‘ 6 820-1970 28 1143 + 212 Becker et al., (1992)

: ’ 65+ 8 28 166.13 £5.66 Chakraborty et al. (1999%)

16400+ 7.78
157.74 + 6.50

g ‘ 6 820-1970 30 133.3+24.9 Becker et al., (1992)
Rhinomugil corsula 1 40 30 83.2 Peter Mohamed y Kutty (1986)
Tilapia mossambica 1 17 30 83.2 Kutty (1972)

(1) O, enmg O, h' kgﬂ. Alekseeva (1967) datos convertidos de mW g'r?mg Ouh” kg'rcon Qox de 13.65 J mg'rog
(2) O, en mg O, h™' kg®® y Becker et al. (1 992) en mg O; h' kg®®, excepto Yamamoto (1991) cuyos datos se han
convertido de ml O, min” g°’®amg O, h™ kg’

Acompafando a los procesos de digestion y de asimilacion del alimento se
observa un notable incremento de la tasa metabdlica, que alcanza un valor
maximo unas horas después de la ingesta, al que le sigue un descenso gradual
del consumo de oxigeno hasta alcanzar los niveles que habia antes de comer.

La magnitud de este proceso depende entre otros factores de la cantidad
de la dieta y de la temperatura. Max Rubner en 1885 le dio el nombre mas bien
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impropio de accion dinamica especifica (SDA).

Como los estudios experimentales de bioenergética se realizan en acuarios
con cubas cuyo tamaio limita la movilidad que los peces tienen en su habitat
natural, su tasa metaboélica activa (Ra), se mide como el aumento del consumo
de oxigeno por encima de la actividad espontanea, obligandoles a nadar a una
velocidad y en una direccion determinada, en camaras especiales (descritas en
el apartado de Camaras metabdlicas). La unidad que se utiliza para medir la
velocidad es BL/s (longitud del cuerpo / segundo). Esta tasa de metabolismo
activo puede llegar a ser 10-15 veces la tasa de reposo (Jobling, 1994).

El mayor gasto energético del metabolismo activo se produce con
velocidades elevadas y con cambios continuos de la direccidon con que se obliga
a nadar a los peces (Boisclair y Tang, 1993). Se ha intentado valorar el coste
energético de una actividad forzada junto con el efecto de la alimentacién, pero
ya en el aino 1974, Beamish, advierte que se debe ir con mucha precaucion en
este tipo de estudios, porque los resultados que se obtienen no son
concluyentes.

La velocidad de las reacciones enzimaticas depende en gran medida de
la temperatura. Por tanto, el metabolismo tisular y, en ultimo término, la vida de
un organismo dependen del mantenimiento del medio interno a una temperatura
adecuada. La dependencia de una reaccién con la temperatura se describe con
la ecuacion de Arrhenius

en la que k es la constante de la velocidad de la reaccion, A es una constante
relacionada con la frecuencia de colision de las moléculas y E, es la energia de
activacion. Al considerar la influencia de la temperatura en la velocidad de la
reaccion es util el obtener un cociente de temperaturas distintas. Se ha elegido
como estandar, aunque arbitrario, una diferencia de temperatura de 10 °C como
intervalo para determinar la sensibilidad de una funcion biologica a Ia
temperatura, y se ha denominado Q4o que se calcula empleando la ecuacion de

vant t Hoff.
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en la que k; y k; son las constantes de velocidad a las temperaturas t; y t;
respectivamente, que aplicado a la tasa metabdlica es:

10
. Rz) (2-1)
L

en la que R; y R, son las tasas metabdlicas a las temperaturas t; y t
respectivamente.

La Q4 para R, disminuye a medida que aumenta la temperatura, (Jobling,
1994); en Cyprinus carpio pasa de un valor de 5.5 para un rango de
temperaturas de 8 a 13 °C, a 2.1 para un rango de temperaturas de 16-25 °C
(Becker et al., 1992).

La tasa metabdlica al igual que la demas funciones fisiolégicas, depende
del tamafo del animal y ambas variables tienen un comportamiento alometrico,
gue se expresa de la siguiente forma:

R=aW°

donde a es un coeficiente de proporcionalidad llamado metabolismo especifico,
que varia segun la especie y b es un exponente determinado empiricamente
expresa la tasa de cambio de R al variar la masa corporal. En consecuencia,
mientras que la tasa metabodlica total aumenta obviamente con la masa corporal,
la tasa metabdlica especifica (tasa metabdlica por unidad de masa tisular)
disminu'ye al aumentar la masa corporal.

Para poder determinar el coeficiente b es necesario utilizar el mayor
niumero de especies posibles y dentro de cada especie escoger una gran
variedad de pesos; en el caso de los peces hay ciertas discrepancias respecto
al valor de dicho exponente, debido a las diferentes condiciones experimentales,
en la siguiente tabla se muestra algunos exponentes del peso medidos o
utilizados por diversos autores:
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_Tabla 2-4 _Exponentes del peso medidos o utilizados por diversos autores _
| Especie Exponente  t (°C) Ne Pesos - e Autores
del peso de (9)
L _ _ _ peces — ) _ L
| Teledsteos | | Winberg (1956) ~
Cyprinus carpio | 0.84 | L | Winberg (1956)
Salmo gairdneri | 0.75 115 1 30 |4-57 |0.846 | Smith et al., (1977)
Parophys vetulus | 0.70 [12 131 |2 -200 |0.860 Boese, (1988)
Cyprinus carpio | 0.847 125 _ Oikawa et al., (1984
Cyprinus carpio _ |0.78 |25  |192 l 79 - 370 [0.961 | Yamamoto, (1992)
Oreochromis 0.75 25 195 18 - 720 | 0.963 Yamamoto, (1992)
niloticus |
r— - — e
Anguilla anguilla 0.80 20 vy Heinsbroek, et al.,
. : 25 (1991) *
| Cyprinus carpio | | I ., S
Salmo gairdnen 0.85 18 Van Waversveld et al.,
, 9) *
Carassius auratus 30 (1989)
- Oreochromis 30
mossambicus 35
Rhinomugil corsula 30 F
Tilapia
| mossambica | _ | | ., | -
Cyprinus carpio 0.80 23 Meyer-Burgdorff et al.,
~ (1989) *
| Cyprinus carpio 0.80_ | 7 -33 L l Becker et al., (1992) *

* Autores que utilizan exponentes del peso en sus trabajos.

Se han manejado exponentes del peso menores y mayores que los que
estan reflejados en esta tabla, pero a medida que se han perfeccionado los
métodos, los limites superior e inferior se han estrechado, quedando
comprendido entre 0.70 y 0.85 para muchas especies de peces.

En particular para Cyprinus carpio, los valores obtenidos por Yamamoto
(1992) y Oikawa (1984) estrechan aun mas los limites entre 0.78 y 0.847. Sin
embargo muchos autores prefieren utilizar un valor intermedio de 0.8, no solo
para Cyprinus carpio sino para otras especies.
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2 3 922 TECNICAS CALORIMETRICAS DE DETERMINACION DE LA TASA METABOLICA (R)

Tres de los factores del balance energético (C, P y F) se pueden medir con
facilidad y precisién en bomba calorimétrica, una vez que se han identificado y
solucionado algunas de las tradicionales fuentes de error. Por ejemplo el uso de
dietas granuladas con agentes aglutinantes ha reducido la sobrestimacion de la
energia de la ingesta (C) y la utilizacion de la relacion peso seco/peso humedo
ha permitido una mejor estimacién de (P). Ademas continuamente estan
mejorando los métodos para medir la excrecion nitrogenada (U), componente
minoritario pero significativo del balance energético. La medida del calor liberado
(R) ha resultado ser mas dificil que cualquier otro componente del balance
energético. Se han desarrollado tres métodos para medir R:

o Calorimetria directa, a partir del calor liberado en el metabolismo
energetico.

e Calorimetria indirecta, basada en la tasa de captacion de oxigeno.

e Calorimetria indirecta basada en la captacién oxigeno y excrecion de
amoniaco y diéxido de carbono.

Los dos métodos de calorimetria indirecta han sido aplicados
simultaneamente por Musisi (1984), obteniéndose resultados muy parecidos. La
calorimetria directa y la calorimetria indirecta basada en la captacion de
oxigeno, fueron aplicadas simultdneamente por Lowe (1978), también con
resultados satisfactorios. Sin embargo no se puede asegurar de forma
concluyente que los tres métodos sean igualmente efectivos (Brafield, 19895).

2.3.2.2.1 CALORIMETRIA DIRECTA

En los procesos metabdlicos se desprende energia quimica que cuando no
es utilizada para realizar trabajo o sintetizar nuevas moleculas, se libera
finalmente en forma de calor. Por ello se puede determinar la tasa metabdlica de
un animal midiendo la cantidad de energia liberada como calor en un periodo de
tiempo dado. Dichas determinaciones se llevan a cabo en un calorimetro y el
método se conoce como calorimetria directa. Se coloca al animal en una
camara muy bien aislada y se determina su pérdida de calor por la subida de la
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temperatura de una masa conocida de agua.

La calorimetria directa se ha empleado normalmente con aves y mamiferos
que tienen tasas metabdlicas elevadas. La precision del método puede no ser
adecuada para animales que tengan tasas metabdlicas bajas como es el caso
de los peces, que es unas 14 veces mas pequefia que la de los mamiferos por
unidad de peso metabdlico (a 20 °C la de los peces y a 39 °C la de los
mamiferos) (Zotin, 1990). Otra desventaja de este metodo es que
inevitablemente se altera el comportamiento del animal (y por ello su
metabolismo).

23222 CALORIMETRIA INDIRECTA BASADA EN LA TASA DE CAPTACION DE OXIGENO

La determinacion de la tasa metabdlica a partir del consumo de oxigeno
se basa en dos postulados importantes. En primer lugar, se asume que las
reaccion quimicas relevantes son aerdbicas y en segundo lugar, que la cantidad
de calor producido, depende del substrato que se esté oxidando en cada
momento.

El método mas generalizado para calcular el calor liberado por un pez
consiste en medir la cantidad total de oxigeno consumido en un periodo de
tiempo determinado y multiplicarlo por un valor equivalente de energia (valor
oxicalorico).

Gracias al perfeccionamiento de las técnicas de fabricacion de sensores de
oxigeno, hoy dia es posible medirlo con facilidad y precision. El concurso de la
informatica afade la posibilidad de obtener registros continuos de oxigeno en
los que es posible distinguir claramente las distintas fases fisiologicas por las
que atraviesa un pez diariamente (reposo, actividad, alimentacion, etc.)

El contenido energético de cualquier sustancia se obtiene por combustion
de una muestra de la misma, en bomba calorimétrica y, como ya se ha
mencionado, también se puede analizar el material del alimento y multiplicar las
proporciones de carbohidratos, proteinas y grasas por factores de conversion
apropiados; los valores medios mas aceptados son 17.2, 23.6 y 39.5 J mg”
respectivamente (Brafield y Llewellyn, 1982; Jobling, 1983b), aunque Brett y
Groves (1979) opinaron que el ultimo valor es mas apropiado para los acidos
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grasos saturados de mamiferos y dieron 36.2 J mg™ para las grasas de los
peces que es altamente insaturada.

Por otra parte, el calor que se produce en la oxidacion de un substrato
determinado, esta relacionado con el oxigeno necesario para llevarla a cabo.
Por ejemplo, en el caso de los carbohidratos, la combustion completa de un mol
de glucosa por seis moles de oxigeno (192 g) producen 2833 kJ; lo que
equivale a 14.76 J mg™" O, . A este valor se le denomina valor oxicalérico (Qox)
para carbohidratos. Las grasas varian en su composicion por lo que se toma un
valor medio de 13.72 J mg™' O, . El caso de las proteinas es el mas complejo ya
que su Qox depende de los productos nitrogenados finales (amoniaco o urea).
La siguiente ecuacion (Brafield y Llewellyn, 1982), representa la produccién de
amoniaco por oxidacién de 100 g de proteina:

(4.42C,7.00H, 144 0,1.14N) +4.6 O, > 1.14 NH3 + 4.42 CO, + 1.79 H,0

El azufre proteico ha sido ignorado porque representa sélo el 1% y sus
productos finales son frecuentemente desconocidos. La energia desprendida en
esta reaccion es 1967 kJ, que corresponden a la energia de 100 g de proteina
(2364 kJ) menos la de 1.14 moles de amoniaco (397 kJ). Cuando este valor se
divide por el oxigeno utilizado (147.2 g), el Qox obtenido es 13.36 J mg™' O.;
ademas, si dividimos la energia desprendida (1967 kJ) por la proteina oxidada
(100g), obtenemos un factor de conversiéon corregido de 19.67 J mg™’' para
proteinas, en lugar del 23.6 J mg™' anteriormente citado.

En la tabla 2-5 se muestran valores oxicaloricos utilizados por diversos
autores:

Tabla 2-5 ___Valores oxicaléricos utilizados por diferentes autores
Brafield y Elliott y Davinson  Gnaiger (1983)
Liewellyn (1982) (1975) (J mg’ Oy)
(J mg" O») (J mg’ O5)

Carbohidrato 14.76 14.77 14.72

Grasa 13. 72 13:. 72 13.75

Proteina a 13.36 13.39 13.97
amoniaco

Proteina a urea __13.60 13.60 13.69
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En un pez como en cualquier otro animal, se puede producir la oxidacion
simultanea de una serie de substratos, por lo que es necesario calcular un Qgx

compuesto, que sea representativo de la mezcla.

El planteamiento general del problema establece que:

La oxidaciéon de:

C (mg) de carbohidrato + G (mg)degrasa + P (mg) de proteina

[

Consume O, (mg) aC + b G + c P

Produce calorR(J) = hC s Xe 3 jiP

Total oxigeno consumido (mg): O, = aC+bG+cP
Total calor producido (J): R =hC+iG+)jP

Los coeficientes a, b, ¢, h, i y j se deducen de la siguiente forma a partir de
los vaiores citados anteriormente:

17.2 J mg O, _ 1.1653[

mg carbohidrato 14.76

. 395 J mg O ( mg O )
b= : 2. = 2.8790 :
mg grasa 13.72 J mg grasa

o = mg O, ]

mg carbohidrato

19.67 J' mg O, _ 1.4723[ mg Oz' ]
mg proteina 13.36 J mg proteina

h=17.20 ( d , }
mg carbohidrato

i = 39.5 [ J )
mg grasa

j=19.67 [ J _ ]
mg proteina

C =

con lo que nos queda:

0, (mQ) = 1.1653 C +2.8790 G + 1.4723 P
R (J) = 17.20C +39.50G +19.67 P
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Céalculo del Qox compuesto

Con ambas ecuaciones se calcula un Qox compuesto de la siguiente
forma:

oox~ B .- 17.20C + 39.5G + 19.67P
0, 1.1653C + 2.8790G + 1.4723P

Es necesario conocer la proporciéon de macronutrientes (proteinas, grasas
y carbohidratos) que en cada caso se estan oxidando, para poder efectuar el
calculo del Qox compuesto.

En régimen de mantenimiento, cuando la racién que se le ofrece al pez se
ajusta a sus necesidades energéticas, no se producen alteraciones en el peso
y composicién corporal, se puede asumir, si se desconocen las digestibilidades,
que los substratos se oxidan en la misma proporcion con que se encuentran en
la dieta. Por ejemplo, una dieta cuya composicion sea de 45% de proteinas,
21% de grasas y 27% de carbohidratos, la proporcién de estos seria
2.14:1:1.29, correspondiéndole un Qox de 13.78 J mg’' O, Si las
digestibilidades son conocidas, se puede calcular de forma mas ajustada la
proporciéon de los substratos que se estan oxidando. Por ejemplo para esta
misma dieta supongamos que hemos obtenido unos coeficientes de
digestibilidad de 0.83 para las proteinas, 0.88 para las grasas y 0.63 para los
carbohidratos, las proporciones en que se asimilaran y metabolizaran seran
2.2:1.09:1, correspondiéndole en este caso un Qox de 13.73 J mg~ O,. La
diferencia, como puede verse, no es muy significativa.

En ayuno prolongado, cuando el pez metaboliza una mezcla de grasas y
proteinas de sus propios tejidos, se ha obtenido un Qox compuesto de 13.56 J
mg' O, (Brett y Groves, 1979).

Con raciones de submantenimiento es mas problematico el calculo de un
Qox compuesto, ya que contribuyen a R tanto la oxidacion de substratos
procedentes de la dieta como de los tejidos del pez. En tal caso el Qox
compuesto estaria comprendido entre el valor calculado para una racion de
mantenimiento y el calculado para ayuno.
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Medida de las pérdidas energéticas metabdlicas de origen nitrogenado (U) a
partir del consumo de oxigeno

Este método calorimétrico ofrece la posibilidad de medir U a partir del
consumo de oxigeno (Solomon y Brafield, 1972). En la ecuacion expuesta
anteriormente de la oxidacion de 100g de proteina, se producen 1.14 moles de
NH3, a los que corresponden 397 kJ por cada 147.2 g de oxigeno consumidos,
de manera que se pierden 2.70 J por cada mg O, consumido en la oxidacion de
proteinas. Este hecho, permite calcular la proporcién de oxigeno utilizado en la
oxidaciéon de proteinas respecto del oxigeno total consumido a partir de la
ecuacion (2), de la siguiente forma:

1.4723 P
1.1663C + 2.8790G + 1.4723P

Por ejemplo para una proporcién de 2.14:1:1.29 de proteinas, grasas y
carbohidratos, la relacién anterior vale 0.42 mg O, (utilizado en proteinas) / mg Op;
multiplicando este valor por 2.7 J mg™ O, y por el consumo total de oxigeno
medido, obtenemos un valor de la energia perdida en la excrecion amoniacal
(U).

2.3.2.2.3 CALORIMETRIA INDIRECTA BASADA EN LA TASA DE CAPTACION DE OXIGENO
Y EXCRECION DE AMONIACO Y DIOXIDO DE CARBONO

Desde hace tiempo se ha obtenido la tasa metabdlica (R) en aves y
mamiferos a partir del consumo de oxigeno y la produccion de didxido de
carbono y excrecion nitrogenada, pero esta técnica no se ha podido aplicar a los
animales acuaticos hasta que se han perfeccionado los instrumentos capaces
de medir la concentracién de estos gases en agua.

La aplicacion de este método de calorimetria conduce no solo a la
determinacién mas precisa de la tasa metabdlica (R), sino que también permite
conocer la composicion del substrato que esta siendo utilizado y de esta forma
establecer qué proporcion de cada macronutriente contribuye al crecimiento y la
respiracion. Ademas, abre un camino para estudiar lo que sucede en procesos
anaerdbicos del metabolismo energético, cuando los cocientes respiratorios
alcanzan valores inusualmente altos.
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La aplicabilidad de este método depende de la exactitud de las medidas de
consumo oxigeno, produccién de amoniaco y didoxido de carbono. Kutty (1968)
destaco las dificultades asociadas a la medicion precisa de diéxido de carbono
disuelto en agua debidas principalmente a las cantidades considerables de
carbonatos y bicarbonatos presentes en el agua, especialmente en aguas duras
(muy carbonatadas), pues el didxido liberado por el pez produce un incremento
comparativamente pequeno.

Basandose en el método desarrollado por Weir (1949) para mamiferos,
Brafield (1985) publicé la siguiente ecuacidn:

R(J)=11.18 Oz (mg) + 2.61 CO2 (mg) - 9.55 NHs; (mg)

Para obtener esta ecuacién hay que hacer el planteamiento general del
problema, en los siguientes términos:

La oxidacioén de:

C (mg) de carbohidrato + G (mg) de grasa + P (mg) de proteina

Consume O; (mg) = aC + bG + cP
Produce CO,; (mg) = dC + eG + fP
Produce calorR (J) = hC + i G + jP

Total oxigeno consumido (mg): O, = aC+bG+cP
Total didoxido producido (mg): CO, = dC+e G +fP
Total calor producido (J): R =hC+iG+jP

El cociente respiratorio (RQ) es la relacion entre la produccion de diéxido
de carbono y la de consumo de oxigeno.

produccion de CO,
consumo de O,

RQ =
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Se han encontrado valores de RQ para la oxidacion de cada uno de los
macronutrientes, que se recogen en la siguiente tabla:

Tabla 2-6 Cocientes respiratorios (RQ)
Substrre Sy (%)
Carbohidrato 1 1.375
Grasa 0.71 0.976
Proteina (a NH3) 0.96 1.320

A partir de los coeficientes a, b y ¢ calculados anteriormente y los
correspondientes RQ, se obtienen los coeficientes d, e y f tal como se indica a

continuacion:

4 _1.1653 mgO, 1.375 mgCO, _ 16023[ mg CO, )

mg carbohidrato mgoO, ' mg carbohidrato
o 2.8790 mgO, 0.976 mgCO, _ 2‘8106[mg 002]

mg grasa mgoO, m@g Qrasa
;14723 mgO, 1.320 mgCO, _ 1_9434( mg _CO; ]

mg proteina mgQO, mg proteina

El sistema de ecuaciones queda de la forma:

O,(mg) = 1.1653 C+2.8790 G+ 1.4723 P (1)
CO,(mg) = 1.6023 C +2.8106 G + 1.9434 P (2)
R (J) = 17.20 C+3950 G+1967 P (3)

Para resolver este sistema de ecuaciones se puede utilizar cualquiera de
los métodos matematicos para sistemas de ecuaciones lineales, en nuestro

caso hemos optado por uno matricial, de manera que:

(0, -14723

CO, -19434 P

I

11653 28790 (C)

Q

16023 2.8106
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C] [11653 28790] [ O, -14723 P
G| |1.6023 28042] |CO,-28106 P
C| [-21010 215217f O, -14723 P
G| | 11977 -08711]|CO, -19434 P

C (mg) =-2.1010 O, + 2.1521 CO, - 1.0892 P (4)
G (mg) = 1.1977 O, -0.8711 CO, - 0.0705P (5)

Si el amoniaco es el producto final de la proteina y 100 g de proteina
producen 1.14 moles de NH; (19.38 g), entonces dividiendo el primero por el
segundo obtenemos la relacion:

P (mg) =5.16 NH; (6)

Las ecuaciones (4), (5) y (6) nos proporcionan la composicion del substrato
oxidado. Sustituyendo C, G y P en la ecuacion (3) obtenemos R.

C (mg) =-2,101 Oz (mg) + 2.1521 CO; (mg) - 5.6203 NH3 (mg)
G (mg) = 1.1977 Oz (mg) - 0.8711 CO2 (mg) - 0.3638 NH3 (mg)
P (mg) = 5,16 NH3 (mg)

R (J) = 11.18 O, (mg) + 2.61 CO; (mg) - 9.55 NH3 (mg)

Como ya se ha mencionado Brafield, (1985) solamente publicd la ecuacion
de R, aunque para calcularla tuvo necesariamente que desarrollar y calcular
todas las ecuaciones que se han expuesto anteriormente.

Van Waversveld, (1988) amplia este modelo para medir el calor producido
en condiciones anaerobias.
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2.3.3 ACCION DINAMICA ESPECIFICA (SDA)

Se define como la energia utilizada en el transcurso de la digestion,
asimilacion y almacenamiento de productos de la digestion, en la desaminacion
de aminoacidos y sintesis de productos de excrecion nitrogenados.

Ademas de SDA (accion dindmica especifica), también se le ha llamado
efecto térmico, incremento caldrico del alimento (HI), etc. Con el reciente
resurgimiento del interés por los nutrientes en la alimentacién humana y su
estudio en la produccion de calor metabdlico, se ha acunado la frase
"termogénesis inducida por la dieta" (DIT), pero todos estos términos se utilizan,
seguramente, para describir un mismo tipo de procesos fisiologicos Yy
bioquimicos que ocurren en diferentes grupos de animales.

Las tasas metabdlicas en peces que son alimentados son mas altas que
las de los que estan en ayuno. Un pez que se alimenta puede utilizar la energia
en la busqueda de alimento, en la captura de presas o simplemente excitarse
por la avidez de comer.

El SDA se asocia experimentalmente con un notable incremento en la
demanda de oxigeno inmediatamente después de la ingesta (respecto a los
niveles que se dan antes de comer), y la duracion de este proceso depende de
factores, tales como, la cantidad y composicién del alimento. En registros
continuos y cuando no se esta forzando a los animales a realizar ninguna
actividad, a menudo se observa un aumento del consumo de oxigeno que
suele coincidir con las primeras luces del dia y que es debido a la actividad al
azar de los animales, pero dicha actividad no puede ser la causa principal del
aumento en el metabolismo, ya que la tasa metabdlica mas alta se observa
unas cuantas horas después de haber comido. Esta tasa maxima o pico tarda
en producirse unas horas y su duracién depende de la racion.

El aumento de la demanda de oxigeno debido al aumento de la actividad al
azar de los animales, se produce tanto en peces en ayunas como alimentados;
en este segundo caso, la mayoria de las veces queda enmascarado por el SDA,
por lo que muchos autores hablan de SDA aparente.

Otros parametros que se miden en este proceso, son la magnitud y el
coeficiente de SDA. Se define como magnitud del SDA al area que queda bajo
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la curva, cuyo promedio integral se calcula por el teorema de la media. El
coeficiente del SDA (SDAC) es el porcentaje de la energia de la ingesta que se
utiliza en el proceso del SDA. |

Para calcular la duracién del efecto del SDA, se toma como referencia la
linea base de la tasa metabodlica de un ayuno de 48 horas, tiempo suficiente
para que se detengan los procesos digestivos y absortivos. La duracion del SDA
es variable dependiendo de la racion, aunque en general oscila entre 25 y 40
horas, pero como se vera mas adelante, existe una gran divergencia entre los
valores encontrados por diferentes autores .

Si cada componente el alimento (proteina, grasa y carbohidrato), se
comiera por separado, la magnitud del aumento de la tasa metabdlica seria del
30% para proteinas, el 13% para las grasas y el 5% para los carbohidratos
(Jobling, 1985). En ensayos con animales que comen dietas mixtas, el SDA
depende de las proporciones de proteinas, grasas y carbohidratos en los
alimentos y se puede expresar en términos de contenido energético del alimento
(kJ g de materia seca).

- En trabajos con diferentes especies de peces, tradicionalmente se asume
que el SDA depende sobre todo de la cantidad del alimento consumido, de
manera que:

RF=mC

donde C es la cantidad de alimento consumido y m es una constante de
proporcionalidad que depende de la composicidon de la dieta y que tiene un valor
maximo de 0.3 para proteina pura (Weatherley, 1976., Jobling, 1981).

Trabajos recientes cuestionan la validez de este punto de vista y sugieren
que el SDA puede representar un gasto de energia asociada con el crecimiento,
de forma que:

donde P es crecimiento/producciéon y r es el coste energético por unidad de
crecimiento.

Estos dos puntos de vista del SDA revelan algunas diferencias. La
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interpretacion mas tradicional (R = m C) sugiere que SDA y crecimiento son
directamente competitivos, de manera que una dieta que produzca un SDA alto
reduciria la cantidad de energia disponible del alimento para el crecimiento. La
segunda interpretacion (Rr = r P), implica que SDA y crecimiento son
interactivos, por lo que altas tasas de crecimiento se reflejarian en tasas
metabdlicas altas y un SDA alto. De manera que la interpretacion mas
tradicional sugiere que el mejor crecimiento se produciria con dietas que
indujeran un SDA bajo por energia ingerida, mientras que el segundo punto de
vista insintia que dietas que producen un buen crecimiento tambien producen un
SDA alto.

La forma en la que los resultado de las investigaciones del SDA sean
interpretadas, tiene grandes consecuencias a la hora de elaborar dietas que
produzcan un tasa optima de crecimiento.

Estudios recientes en mamiferos sugieren que hay un eslabon entre la
cantidad de proteina que se toma y el aumento de la tasa metabdlica despues
de comer, por lo que parece que este efecto esta asociado de alguna manera
con el metabolismo de proteinas.

Las tasas de excrecidn nitrogenada pueden aumentar después de la
comida, lo que hace pensar que un aumento metabdlico es el resultado de los
costes energéticos en la desaminacion de aminoacidos y sintesis de productos
de excrecidn nitrogenados, sin embargo, no siempre ambos procesos van
ligados, como para que ésta pueda ser la unica explicacion.

Los componentes de los tejidos estan en un estado dinamico y en continua
sintesis y degradacién de las proteinas corporales. Si como resultado de la
ingestién de alimento se produce un aumento en la sintesis y degradacion
proteica, se podria deducir que hay un aumento de gasto energetico para
mantener el status quo, pero cuando los animales comen también crecen y la
energia que suministran los nutrientes del alimento se deposita como proteina y
grasa. La tasa de retencion de proteina en los tejidos corporales es una
cantidad neta que representa la diferencia entre la tasa de sintesis y la de
degradacion de la proteina, siendo facilmente comprobable, que para que se
deposite 1 g de proteina como crecimiento tisular, se requiere sintetizar bastante
mas de un gramo de proteina. Los resultados de estudios con mamiferos
sugieren que la eficacia con que la proteina se deposita es a menudo del 30 -
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60% y los escasos resultados disponibles en diferentes especies de peces,
indican que se requiere sintetizar de 2 a 3 gramos de proteina por cada gramo
de proteina que se deposita como crecimiento de tejido. Sin embargo, el
crecimiento tisular es mayor que la proteina depositada, por lo que el gasto
energético asociado con la sintesis de lipidos debe de ser también considerado.

Desde que se descubrié el SDA hasta la fecha, han sido numerosos los
estudios realizados abarcando un amplio espectro experimental, a continuacion
se expone una representacién de los avances y diferentes puntos de vista que
se han desarrollado en los ultimos anos.

Beamish, (1974) relacioné el SDA aparente con la racion y el peso
corporal, en la especie Micropterus salmoides.

Realizé un experimento en el que obligaba al pez a nadar a diferentes
velocidades, alimentandole con raciones de 2-8 % (peso corporal).

El aumento del consumo de oxigeno atribuido solamente al hecho de
comer aumenta con la racidon desde 1 hasta 3.5 horas.

El consumo de oxigeno tardo en bajar hasta los niveles basales de 20 a
34 horas en animales de 25 g y de 27-70 horas en peces de 200 g.

El SDA aparente aumentd con la racion y el tamano del animal. Aunque
para una racion fija el SDA aumento con el tamafio del animal, solamente, para
raciones muy pequenas.

La media total del SDA aparente fue el 14.5 + 4.2 % de |la energia de la
iIngesta.

Los resultados que obtuvo en la determinacion del SDA durante el
ejercicio, le hicieron llegar a la conclusion de que se debe de ir con mucha
precaucion en este tipo de estudios.

Tandler y Beamish, (1980) midieron el SDA aparente en Micropterus
salmoides, alimentados con seis dietas de diferente composicion y una racion
del 0.7 % (peso corporal).

El SDA aparente mas alto se producia con las dietas de mayor contenido
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proteico (100% de proteinas) y el mas bajo con las dietas mas ricas en
carbohidratos (75% de carbohidratos).

El consumo de oxigeno asociado con la ingesta de'cualquiera de las dietas
no cambiaba para bajas cantidades de comida (0.1 kcal).

Estos autores separan el SDA aparente en SDA mecanico (energia
utilizada en el procesamiento fisico del alimento) y SDA bioquimico (energia
utiizada en los procesos anabodlicos y catabodlicos asociados con el alimento).
Cada uno de ellos lo definen utilizando dietas digestibles y no digestibles. El
SDA mecanico se calcula en base al volumen de celulosa en dieta, asumiendo
que a volumenes iguales de dieta se requiere el mismo gasto energético.

La relacion SDA mecanico/SDA aparente, dependié de la composicion de
la dieta, siendo mayor con dietas que llevaban un 100% de carbohidratos y
menor con las que llevaban 100% de proteinas; pero no se encontraron
diferencias entre el SDA mecanico y aparente con las dietas solo a base de
carbohidratos. Por lo general el SDA mecanico disminuia en relacion con el SDA
aparente cuando aumentaba la energia de la ingesta.

El SDA bioquimico aumentaba con la cantidad de energia ingerida.

La duracion del efecto del SDA estuvo entre 12 y 72 horas, dependiendo
de la dieta.

Jobling y Davies, (1980) midieron el SDA en Pleuronectes platessa, a tres
temperaturas diferentes (10, 15y 20 °C).

El consumo maximo de oxigeno fue el doble que el del metabolismo
estandar y siempre inferior al valor energetico de la dieta ingerida. Para estos
autores, esto se debe, a que los procesos que consumen energia,
representados por el SDA tienen un nivel de saturacion que esta determinado
mas por el metabolismo celular que por el sistema respiratorio.

La duracion del SDA fue proporcional a la cantidad de la raciéon e
inversamente proporcional a la temperatura, oscilando ente 26 y 70 horas. La
magnitud del SDA aumenté con la racién y el coeficiente del SDA, aumentd con
la proporcidn de proteina digestible que contenia la dieta.
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Jobling, (1981) realizO una revision de los trabajos publicados en los
ultimos veinte anos y llegé a la conclusién de que en ese momento ya era
posible realizar un balance de las transformaciones metabdlicas en términos de
fosfatos de alta energia, que se reponen aumentando la fosforilacién oxidativa;
por lo que las medidas de la tasa metabdlica postprandial, queda anticuada
como instrumento de investigacion, para comprender |os cambios
fundamentales que se producen en el procesamiento del alimento.

Se sabe que el almacenamiento de grasa es un proceso que requiere poca
energia, mientras que la transformacion de la glucosa en glucégeno o grasa son
procesos relativamente costosos en términos de fosfatos de alta energia. El
almacenamiento temporal de aminoacidos no requiere energia, sin embargo, los
costes energéticos de la sintesis de proteinas son substanciales. A la vista de la
complejidad de estas transformaciones, no es sorprendente la disparidad de
criterios entre los investigadores del tema.

Este autor considera que el crecimiento corporal se relaciona con el
consumo de oxigeno postprandial con las tasas de crecimiento y sugiere la
posibilidad de que las medidas de la tasa metabdlica podrian utilizarse como
instrumento de investigacidén para una estimacién rapida del crecimiento
potencial del pez o del valor nutritivo de una dieta determinada. Esto seria muy
beneficioso para la acuicultura, pero hasta que se comprueben rigurosamente
todas las hipotesis, esto no es mas que una mera especulacién.

El autor sugiere en 1983 que para explicar el SDA, la sintesis de proteinas
ofrece mejores bases para la investigacion, ya que las tasas metabdlicas y la
sintesis proteica se deprimen cuando aumenta el periodo de ayuno.

LeGrrow y Beamish, (1985) comprobaron la influencia de proteinas y
lipidos de la dieta en el SDA en la especie Salmo gairdnern.

Obligaban a nadar a los animales a una velocidad de 20 cm s y les
alimentaron con diferentes dietas cuyo contenido en proteinas era 34-60 % y 7-
23 % de lipidos, con una racion diaria del 2% (peso corporal).

Expresan el SDA aparente en funcidon de la energia bruta y la energia
digestible de la dieta. Para dietas con un 34 -60 % de proteina, el SDA
representa 13 - 19 % de la energia bruta y 20 -24 % de la energia digestible.
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La duracion del efecto del SDA fue 58 + 10 horas.

Guinea y Fernandez (1991) ‘midieron el efecto del SDA a diferentes
temperaturas (5, 10, 15, 20 y 25 °C) en la especie Mugil saliens.

En la tabla (2-7), se muestran algunos de los resultados obtenidos:

Tabla 2-7 Influencia de la temperatura en el SDA
mg O. kg™ h’'
t (°C) Rmedia Rspa Rpico
—20 | 148-1: 20.; J_;B.:i 11.4- 245.6 + 101.6
25 217.2 + 4.5 65.5+4.9 430 + 58.2
28 216.3 £25.3 779+ 17.6 433 £ 114.1

(para una dieta con 26.34 % de proteinas y 6.35 % de lipidos, 22.26 % de carbohidratos y raciéon del 2.6%)

En 1997 estos mismos autores, definen una serie de parametros para
estudiar la influencia del nimero de ingestas y de la temperatura en el SDA, en
la especie Sparus aurata.

Rhora = (0'; - O';) F/ W. donde O'; y O% son las concentraciones de oxigeno en mg O/l a
la entrada y salida del sistema en un periodo de una hora, F es el flujo de la cuba en
I’/lhy W es peso en kg.

Rmedia = valor medio de Rhora registrado durante 24 horas y representa la media total
del metabolismo energético por hora

Rreposo = valores medios mas bajos de Rhora de ciclos de 24 h cuando los peces no han
comido (ayuno de varios dias). Representa una estimacion de los costes de las
funciones corporales de mantenimiento.

RSDA = Rmedia - Rreposo (ayuno varios dias) y multiplicado por 24 horas es el oxigeno
consumido como SDA aparente (alimentacion y actividad al azar en ciclos de 24
horas).

Rpico = Valor maximo de Rhora durante el periodo de SDA

DsDA = duracién del efecto del SDA

Pmedia = La energia de Rmedia como porcentaje de la energia de la dieta ingerida.
Preposo = Rreposo como porcentaje de Rmedia

PSDA = RSDA como porcentaje de Rmedia
ASDAC = Proporcién de la energia de la ingesta que se utiliza en el SDA aparente
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Utilizan dos raciones: el 0.74% vy 1.47% (peso corporal). Para una misma
cantidad de comida distribuida en una o dos tomas, no se ven diferencias
significativas en el consumo de oxigeno diario.

El aumento de la temperatura influye en la cantidad de la ingesta y tambien
en SDA, Rpico y Rr, pero no tiene ningun efecto en la manera en que se
distribuye la energia entre el mantenimiento y el SDA aparente.

Para una racién del 0.74%, el Rspa es de 138.9 (mg O. kg' h" )a 16 °Cy
con racion de 1.74 %, el Rspa es de 286.4 (mg O, kg™ h™" )a 21 °C.

El aumento de la racién hace que aumente la magnitud del SDA, pero no
asi, el tiempo que dura su efecto, que estuvo entre 37 - 48 horas.

Encuentran que el coeficiente del SDA (SDAC), presenta cierta
dependencia de la temperatura en la mayoria de los casos y sus valores estan
en 16-30 % de la energia de la ingesta.

Charaborty, et al., (1992) estudiaron como influia la racién y el contenido
proteico de la dieta en la especie Cyprinus carpio.

En la siguiente tabla se muestra un resumen de los resultados obtenidos:

Tabla 2-8 Influencia de racién y la proteina de la dieta en el SDA a 28 °C ~
Protelna de la dieta Racién Dpico Pico SDA
(%) (% peso corporal) (h) l (mg O, kg’' h") (mg Oz kg™ )
20 0.4 3.3 227.78 394.5
20 1.0 3.6 332.93 1118.3
35 0.4 3.5 253.78 728.72
35 1.0 3.7 401.77 1972.41
50 0.5 3.2 318.90 1147.14
50 1.0 46 413.91 2219.14

= -

Dpico es el tiempo que tarda en aparecer el valor maximo de consumo de oxigeno
Peso de los animales: 68.3 - 72.26 g
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2.3.4 ENERGIA RETENIDA: PRODUCCION Y CRECIMIENTO (P)

Un animal utiliza parte de la energia que le aporta el alimento para su
crecimiento somatico y reproductivo.

En los estudios que se han realizado en peces, generalmente el
crecimiento se ha descrito en términos de ganancia de peso y a menudo, se ha
sumido que un aumento en el peso es sinébnimo de aumento del contenido
energético, dando por hecho, que la composicion de los tejidos del pez es
constante y que un cambio en el peso reflejara fielmente los cambios en el
contenido energético del cuerpo. Sin embargo, la calorimetria indirecta puede
resolver esta dificulta si tenemos en cuenta que:

P=C-(F+U+R)

donde C es el contenido energético de la ingesta (que es un dato conocido), F
es el contenido energético de las heces, U es el contenido energetico de
excrecion nitrogenada y R es la tasa metabdlica, todos ellos medibles en una
camara metabdlica. También se puede medir P eligiendo animales al azar y
sacrificarlos para medir su contenido energético en bomba calorimétrica, al inicio
y final del ensayo.

La composicion del cuerpo de un pez no es constante y las proporciones
relativas de proteinas, lipidos, carbohidratos y agua, pueden maquillar una
ganancia de peso. El depésito de lipidos aumenta con la cantidad de comida y
con la edad, de manera que la cantidad de grasa de un animal adulto es mayor
que la de uno joven que aun esta creciendo.

El depdsito de 1 g de lipido (38 kJ), produce un aumento en el peso de 1 g,
mientras que le de 1 g de proteina (24 kJ), hace que se depositen 3-4 g de
agua, con lo que el aumento de peso es de 4-5 g; de manera que los cambios
en el peso no ocurren siempre como un reflejo exacto de crecimiento en
términos de ganancia de energia, pudiéndose sacar conclusiones incorrectas
sobre la eficacia con que la energia del alimento se utiliza en la sintesis de
nuevos tejidos corporales.

Los resultados de estudios experimentales sobre crecimiento deben de
estar relacionados con un periodo determinado de tiempo, por lo que es mas
apropiado referir el crecimiento como tasa de crecimiento.
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Se conoce como Tasa de crecimiento absoluto, al aumento de peso que
se produce en un periodo de tiempo determinado:

Tasa de crecimiento absoluto =

7, - T

donde W, es el peso inicial, W, es el peso final, T, es el tiempo inicial y T es el
tiempo final. Sin embargo, a menudo, el crecimiento se expresa en términos
relativos como:

W, - W,
W, (L, - 1)

Tasa de crecimiento relativo =

Un caso particular de crecimiento relativo es cuando esta referido a un
instante concreto de tiempo sobre el intervalo escogido y se le llama Tasa de
crecimiento instantaneo que multiplicado por 100 nos da la Tasa de
crecimiento especifico (P), que se calcula:

i
p= |InW; - lI‘”V=]1oo
T, - T,

donde W4 y W5 son los pesos inicial y final del periodo de crecimiento del

animaly Tq y T2 es el periodo de tiempo en dias.

Un pez crece mas rapidamente cuanto mas alimento consume y su tasa
limite de crecimiento esta condicionada a la cantidad de comida disponible o de
la que pueda consumir. La relacion entre P y C (ingesta) es no lineal, por lo que
no siempre coincide la tasa de crecimiento maxima con la tasa de crecimiento
oéptima, que en criterios de produccién, son el maximo potencial genetico de la
especie y el que procura la mejor conversion del alimento, respectivamente.

En términos matematicos, la relaciéon entre el crecimiento y la ingesta se
puede expresar como:

P=aCP
o bien: in(P+1)=a+bin(C +1)

donde a y b son la interseccién y la pendiente de la regresion respectivamente y
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se le afiade el valor 1 a las tasas de crecimiento y de ingesta para evitar el cero
y valores negativos.

La tasa de crecimiento (P) también se puede representar para cualquier
tasa de ingesta (C), utilizando la siguientes ecuacion:

P= P (C - Cman)
(Co - Cow) + (C - Coa).

m man

donde Pmax ©s la tasa maxima de crecimiento, Cpan ©s la racion de

mantenimiento y C, es la tasa de ingesta con la que el animal muestra una tasa

de crecimiento maximo.

La tasa de crecimiento especifico disminuye cuando aumenta el peso del
pez; la relaciéon entre la tasa de crecimiento y el tamafo del animal sigue un
comportamiento alométrico y se puede describir mediante la funcion:

P=aWb

donde W es el peso, a representa el crecimiento especifico y su valor depende
de las caracteristicas de crecimiento de la especie y de la temperatura del agua.
El exponente del peso (b) tiene unos valores que estan en un rango de 0.7 a
0.85 para salmoénidos (Elliott, 1982), pero puede tener valores muy cercanos a 1
en peces muy pequefios (0.85-4 g) (Smith et al., 1978a). En la siguiente tabla se
recogen otros valores de b obtenidos por diferentes autores:

Tabla 2-9 Valores del exponente del peso (b)

Especie coeficiente del peso (b) Fuente
Gadus morhua 0.88 Jobling, 1982
Clarias lazera 0.78 Hogendoorn, 1983
Salmo trutta 0.74 Elliott, 1975

Salmo gairdnen 0.7 Staples y Nomura, 1976

e
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2.3.4.1 FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CRECIMIENTO

Cuando se realizan estudios de energética y crecimiento con peces, €l
principal objetivo es el de obtener las tasas maximas de crecimiento en
diferentes condiciones ambientales; por esta razon, es muy importante conocer
los factores que influyen en el crecimiento de estos animales.

La programacion de ensayos en laboratorio que suministren informacion
suficiente para analizar la influencia de varios factores ambientales
simultaneamente, es bastante complicado de realizar en la practica, por lo que
se suelen analizar individualmente. Los factores mas importantes pueden ser
abidticos y biodticos:

e Factores abidticos

La temperatura ademas de influir en la ingesta y en el metabolismo, afecta
tambieén a las tasas de crecimiento; Sparus aurata, a 16 °C come el 0.74% de su
peso, mientras que a 21 °C 1.47% (Guinea y Fernandez, 1997).

Hay que distinguir entre el efecto que tiene la temperatura per se, y los
efectos inducidos por las entre temperatura y una alimentacion limitada. Un
aumento moderado de la temperatura provoca el aumento de la ingesta, pero
cuando la temperatura es muy alta, se produce un descenso brusco de la toma
de alimento. En la trucha marrén (100 g de pez) el crecimiento aumenta con la
temperatura hasta los 18 °C, pero se detiene (crecimiento cero) a 19.5 °C
(Elliott, 1982).

La temperatura a la que se produce un crecimiento maximo se le llama
temperatura Optima para el crecimiento y suele ser unos grados centigrados
mas baja que la temperatura a la que la ingesta es mayor, por lo que solo se
puede hablar de temperatura éptima para el crecimiento cuando se alimenta al
pez con una dieta maxima.

Hay grandes diferencias de temperatura optima de crecimiento entre
especies, por ejemplo, la mayoria de los salmonidos, tienen su temperatura
optima entre 12-17 °C, mientras que los ciprinidos la tienen en 20 °C o mas y en
muchas especies, las fases larvarias y juveniles tienen una temperatura éptima
de crecimiento mayor que en la fase de adulto (Villarreal y Ocampo, 1993).
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El fotoperiodo influye en la alimentacion y el crecimiento de los peces, de
manera que, en condiciones naturales las variaciones estacionales en la
duraciéon del dia siguen ciclos parecidos a los de la temperatura, por lo que a
veces se pueden confundir los efectos de ambas variables.

En condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura, algunas especies
de salménidos experimentan un aumento rapido en el crecimiento y en la
ingesta durante la primavera, a medida que se alargan los dias (a pesar de que
la temperatura del agua sea baja), mientras que en otoiio se produce el efecto
contrario a medida que los dias se hacen mas cortos (cuando la temperatura del
agua es mas alta).

En estudios realizados con salménidos, la fotoestimulacion ha producido un
aumento en la produccién de somatropina (hormona del crecimiento) y una
actividad elevada de la glandula tiroidea, que se han traducido en in aumento de
la tasa de crecimiento. Pero los efectos beneficiosos de la luz, también se han
observado en otras especies, como por ejemplo, en [ctalurus punctatus, que
aumenta un 20% su tasa de crecimiento cuando se le somete a un fotoperiodo
de 14 horas de luz y 10 de oscuridad (Jobling, 1994).

La disponibilidad de oxigeno afecta a la toma de alimento y por lo tanto
al crecimiento. Cuando los niveles de oxigeno son bajos, un pez suprime O
reduce su alimentacién para evitar las elevadas demandas energeticas que se
producirian en la metabolizacién de mayores cantidades de alimento.

Muchos autores estan de acuerdo que el nivel critico de oxigeno para la
ingesta y el crecimiento es de 5 mg/l para la mayoria de las especies, pero esto
no es del todo correcto, porque hay especies como Oncorhynchus kisutch, que
tienen su nivel critico entre 5-8 mg/l y la trucha arco iris, lo tiene entre 6-7 mg/l
de oxigeno, (Brett, 1972).

La salinidad : se sabe que los peces gastan una parte de su energia en la
regulacion osmética e idnica de sus fluidos corporales y el medio que les rodea.
Estos costes metabdlicos se reducen cuando el pez esta en un medio isotonico
e isosmético, mientras que a medida que el medio se vuelve mas hiperosmotico,
en muchas especies de agua dulce, disminuye mucho su capacidad de
osmorregulacién. Estudios con salmoénidos y algunas oftras especies
eurohalinas, reflejan que cuando estan en un medio isosmotico, tiene unas
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tasas metabdlicas menores, poniendo de manifiesto que la energia que el pez
emplea en la osmorregulacion disminuye cuando los gradientes de
concentraciones son menores. Otros experimentos sin embargo, ponen de
manifiesto que los costes metabdlicos producidos por la osmorregulacion son
casi indetectables. Los intentos para establecer la validez de estas hipotesis han
dado resultados muy dispersos, probablemente porque casi todos los estudios
se han realizado con salménidos muy pequenos (fases larvarias). Con un
aumento de la salinidad del 15 por mil, el crecimiento no se ve afectado (Kinne,
1960) y con un aumento del 10 £ 2 por mil, desciende la capacidad de
regulacién osmética en especies estenohalinas (Brett y Groves, 1979).

Las variaciones que se observan en el crecimiento de animales expuestos
a un ambiente salobre, probablemente no se deban sélo a un aumento del gasto
energético para la osmorregulaciéon, ya que el crecimiento refleja el resultado
neto de la energia que obtiene el pez del alimento y la que gasta en el
metabolismo, por lo que cualquier cambio que se produzca en los procesos de
ingestion digestién y absorcion, también influiran en el crecimiento. Por ello, no
se puede considerar solamente las variaciones del crecimiento para analizar los
efectos de los cambios de la salinidad del agua.

e Factores biodticos

El tamafio del cuerpo y el crecimiento de un animal, tienen un
comportamiento alométrico, de manera que la tasa de crecimiento especifico P
disminuye cuando aumenta el tamafo del cuerpo. Cuando se relaciona el peso
con el tamano, se presupone que la alimentacion no es limitada.

En peces de diferentes tamafos, las interrelaciones entre las curvas de
crecimiento y cantidad de comida, muestran que la tasa de crecimiento maximo
disminuye cuando aumenta el tamafo del animal, pero con cantidades de
comida por debajo de la racion maxima, los peces grandes crecen mas que los
pequefios. Hay que tener en cuenta que la racion que se ofrece a los animales
experimentales es un % de su peso, por lo que para estudiar el efecto del
tamano del cuerpo en el crecimiento, la alimentacion no puede ser restrictiva.

Factores de comportamiento: en cualquier colectivo de peces, siempre
hay unos que crecen mas rapidamente que otros, produciendose cada vez
mayores diferencias en sus tamanos. Algunas de las diferencias observadas en
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las tasas de crecimiento, se deben a que los peces mas grandes comen mas
deprisa que los pequeiios y el efecto es que unos crecen mas que otros. Los
peces mas grandes se hacen socialmente dominantes y acceden antes a la
comida, mientras que los peces pequefos son los subordinados obteniendo
cada vez menor cantidad de comida. La dominancia entre los diferentes
individuos se establece mediante comportamientos agresivos, pero una vez que
se aceptan las jerarquias, los comportamientos individuales cambian poco.

La alimentacion restrictiva provoca que los individuos dominantes se
vuelvan mas agresivos y consuman mucho mas alimento que los subordinados,
que estaran cada vez mas débiles para buscar la comida.

Cuando se ofrece el alimento con dispensadores automaticos, se ha
observado que los peces mas grandes delimitan sus territorios en las zonas
cercanas al alimento y no permiten a los demas acceder a ellas hasta que no se
han saciado.

Densidad de poblacién: no es facil distinguir el efecto de la densidad de la
poblacién per se de otros factores abiéticos. Cuando la poblacion es muy
grande, el crecimiento disminuye, probablemente porque la calidad del agua se
deteriora (disminuye el oxigeno y aumentan los productos nitrogenados). Por
otra parte los peces son animales sociales y cuando se les aisla, dejan de
comer y no crecen.

Cuando se estudian los efectos de la densidad de poblacion sobre el
crecimiento, es importante distinguir entre la influencia de la densidad sobre el
crecimiento individual de los peces y los efectos del aumento de la biomasa del
grupo, de manera que mientras el crecimiento individual se puede optimizar con
una densidad determinada, la produccién de biomasa del grupo puede
aumentar con una densidad distinta a la anterior.

Ejercicio prolongado: cuando se obliga a los peces a nadar
contracorriente, se produce un gasto de energia considerable y cabria esperar
que su tasa de crecimiento bajara considerablemente, pero estudios
experimentales con salmoénidos, demuestran que cuando se les obliga a nadar a
una velocidad moderada durante periodos prolongados, comen mas y aumentan
su tasa de crecimiento; pero no es el aumento de la ingesta el factor que influye
mas en el crecimiento, sino una mejora en la asimilaciéon del alimento lo que
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provoca un aumento en la tasa del crecimiento, (Beamish, 1978)

En los salmoénidos, el ejercicio moderado y prolongado, produce un
aumento en la sintesis y depdsito de proteina en el tejido muscular; en el resto
de los tejidos, se produce una disminucién de la sintesis de proteinas, aunque
aumenta el depdsito de éstas. Por otro lado, en el musculo blanco aumenta el
depdsito de proteina un 70%, mientras que en el resto de los tejidos es del 40-
50%, (Jobling, et al., 1993).

Manipulacién hormonal: en la mayoria de las especies de peces, el
musculo representa casi el 60% del peso total, por lo que la eficacia del
crecimiento muscular es muy importante. La hormona del crecimiento
(somatotropina), hormonas tiroideas y la insulina, pueden estimular la sintesis y
el depdsito de proteina en el musculo. Se han investigado los efectos
anabdlicos del crecimiento y las hormonas tiroideas, pero sobre todo los
esteroides y sus analogos, ya que son hormonas que intervienen en la
regulacién de la alimentacion, metabolismo y crecimiento. El estudio de los
esteroides se ha desarrollado con la industria ganadera, donde se ha
demostrado que la manipulacién hormonal aumenta la eficacia de utilizacion del
alimento en los animales. Los tratamientos hormonales dan buenos resultados
en un gran numero de especies, pero también se han encontrado efectos
negativos en algunos peces.

La somatotropina es una hormona que se produce en las celulas de la
hipdfisis y juega un papel muy importante en la regulacién del metabolismo y el
crecimiento en los peces, ya que cuando se les extirpa la hipdfisis, el
crecimiento se retrasa o cesa. La eficacia del tratamiento con la hormona del
crecimiento, varia segun la especie, la edad y el tamafio, obteniéndose los
mejores resultados con peces adultos de gran tamano.

Las hormonas tiroideas son esenciales en el desarrollo y crecimiento.
Juegan un papel importante en la metamorfosis de muchas especies de peces,
ya que cuando se sumergen las larvas en disoluciones con estas hormonas, se
acelera su crecimiento.
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2.3.5 PERDIDAS ENERGETICAS METABOLICAS DE ORIGEN NITROGENADO (V)

En el metabolismo aerébicb, los lipidos y carbohidratos se oxidan
completamente a diéoxido de carbono y agua, pero en la oxidacion de las
proteinas, solamente las cadenas carbonadas de los aminoacidos intervienen
en el ciclo de produccién de energia, mientras que las fracciones nitrogenadas
(amino) de los aminoacidos no pueden ser metabolizadas y se deben de

excretar.

Aungue el papel principal de los aminoacidos es el de actuar como sillares
para la biosintesis de las proteinas, también se pueden oxidar en tres
circunstancias metabdlicas diferentes:

1. durante el recambio dinamico normal de las proteinas del cuerpo se
liberan aminoacidos, si no son necesarios para la sintesis de nuevas
proteinas corporales pueden experimentar degradacion por oxidacion

2. cuando se ingieren aminoacidos en exceso se produce su
catabolizacion ya que no se pueden aimacenar

3. durante el ayuno prolongado, las proteinas corporales se utilizan como
combustible. En estas tres circunstancias los aminoacidos pierden su
grupo amino y los oa-cetoacidos que se forman se oxidan parciaimente
a dioxido de carbono y agua, por la via del acido citrico.

Los grupos a-amino de los 20 L-aminoacidos que se encuentran en las
proteinas se eliminan por degradacidn oxidativa. Si no se emplean de nuevo
para la sintesis de nuevos aminoacidos o de otros productos nitrogenados,
estos grupos amino se convierten en un producto de excrecion sencillo, que en
los peces es el amoniaco. La eliminacién de los grupos a-amino de la mayor
parte de los L-aminoacidos esta catalizada por enzimas llamadas transaminasas
o aminotransferasas y se realiza en una serie de reacciones llamadas

transaminaciones:

L- a-aminoacido + a-cetoglutarato < > a-cetoacido + L-glutamato.

Las reacciones de transaminacién recogen los grupos amino de muchos
aminoacidos diferentes en forma de un solo aminoacido, el L-glutamato. El a-
cetoglutarato es el aceptor comun de los grupos amino de la mayor parte de los
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aminoacidos. El L-glutamato que se forma sirve para canalizar los grupos amino
hacia rutas biosintéticas o hacia una secuencia final de reacciones por las que
se forman y se excretan después los productos nitrogenados de desecho.

El glutamato ademas de canalizar los grupos aminos de los demas
aminoacidos, también forma amoniaco a partir de su grupo amino, mediante
una desaminacidén oxidativa catalizada por la deshidrogenasa del L-glutamato.
Este enzima esta presente en la mitocondria y es responsable de la mayor parte
del amoniaco que se forma en los tejidos animales, ya que el glutamato es el
linico aminoacido cuyo grupo o-amino se puede eliminar directa y rapidamente:

L-glutamato™ + NAD™ + H50O < > a-cetoglutarato?® + NH4* +NADH + H*

Cuando la deshidrogenasa del L-glutamato actua en sentido inverso,
reduce al amoniaco y al a-cetoglutarato para formar glutamato, de esta forma, el
amoniaco se vuelve a emplear en la sintesis de aminoacidos.

2.3.5.1 SUSTANCIAS Y FORMAS DE EXCRECION

Los estudios biogquimicos comparativos que se han realizado sobre
especies animales han permitido demostrar que el nitrégeno aminico se excreta
principalmente en una de estas tres formas: amoniaco, urea o acido urico. La
mayor parte de las especies acuaticas excretan el nitrogeno aminico en forma
de amoniaco y reciben el nombre de animales amoniotélicos, casi todos los
animales terrestres lo hacen en forma de urea y son, por tanto, ureotélicos y los
pajaros, reptiles y saurios excretan acido urico y se les llama uricotélicos.

En la mayoria de las especies de teledsteos, la excrecion de productos de
desecho nitrogenados se realiza sobre todo por la superficie de las branquias y
el resto por la orina.

El amoniaco y el ion amonio son los principales productos de excrecion en
los peces y muchos animales acuaticos; la mayor parte se produce en el
higado, pero también se produce en las branquias, rifones y musculos y se
transporta por la sangre hasta las branquias. La produccion en el tejido
muscular es mayor en condiciones de hipoxia o cuando el pez esta nadando a
gran velocidad.
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En los teledsteos, la produccion aerobica de amoniaco se realiza
mayoritariamente en el higado por transaminaciones e hidrolisis de los grupos
amino, mientras que una pequena cantidad se forma en los musculos
esqueléticos por el ciclo de la purina; cuando b'aja la concentracion de oxigeno
en el agua, la contribucién del higado en la produccién de amoniaco es menor y
la de los musculos esqueléticos mayor. En el pececillo de oro, la produccion
anaerdbica del amoniaco se realiza por cuatro vias diferentes: desaminacion de
aspartato via ciclo de la purina, conversion de alanina a etanol, diéxido de
carbono y amoniaco, oxidacidon del glutamato via ciclo de Krebs y desaminacion
de adenilatos por la adenilato desaminasa (Van Waarde, 1983)

Los mecanismos mas importantes de excrecion de amoniaco € ion amonio
a través de las branquias son por difusidn pasiva e intercambio ionico. El
amoniaco es una molécula pequena y lipofilica que puede pasar facilmente a
través de las membranas bioldégicas, pero los iones amonio son moléculas mas
grandes, cargadas positivamente y puesto que las membranas bioldégicas son
relativamente impermeables a los cationes, su contribucidn a la excrecion
branquial es relativamente pequena. Parece que la excrecion de iones amonio
esta acoplada al movimiento de otros cationes, de manera que, la entrada de
sodio en el intercambio transepitelial y la expulsiéon de ion amonio, ayudaria al
pez en su regulacion idnica y facilitaria la excrecion de nitrogeno. No se conoce
con exactitud los mecanismo de excrecion de nitrogeno por las branquias,
aunque parece que el 60% es por difusién, un 20% por intercambio ionico y el
resto por difusion pasiva de iones amonio a traves de la membrana branquial.

La excrecién de NH; disminuye cuando los animales viven en un ambiente
amoniacal porque se invierte el intercambio normal de Na'/NH," y las lamelas se
concentran mucho en las branquias (para evitar la entrada masiva de
amoniaco), danando el funcionamiento de la ATPasa en la membrana. Este
fenomeno se puso de manifiesto en el experimento que realizaron Chen y Lali
(1992), que consistia en someter camarones jovenes a diferentes
concentraciones de amoniaco (0.031, 5.006 y 10.085 p.p.m. de NH,),
disminuyendo la excreciédn con la concentracion mas alta de NHj;, Carter y
Brafield (1992), obtienen resultados parecidos con Cyprinus carpio.

En branquias y otras superficies excretoras la diferencia de pH entre el
medio interno y externo de un animal acuatico puede ser un factor determinante
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en las tasas de eliminacién de amoniaco. El agua salada tiende a retardar esta
difusién al medio externo, mientras que el agua dulce que es mas acida, la
acelera.

La excrecidon branquial consiste ademas del amoniaco e ion amonio, de
algunas sustancias muy difusibles como urea, aminas y derivados oxidados
aminicos, mientras que el nitrégeno menos difusible como la creatina, creatinina
y acido urico se excretan por los rinones.

Excepto por su relativa toxicidad, el amoniaco tiene ventajas sobre la urea
y el &cido urico como producto final del metabolismo nitrogenado, ya que para
convertir el nitrégeno proteico en amoniaco se precisa gasto energético menor,
que junto con el tamafio molecular y solubilidad, permiten la eliminacion por
difusion.

2.3.5.2 DETERMINACION DE LA EXCRECION NITROGENADA

La fraccion proteica del alimento se absorbe y digiere con eficacia, pero si
las cantidades de aminoacidos absorbidos son excesivas, inmediatamente se
desaminan y se utilizan sus esqueletos carbonados en la sintesis de productos
de reserva, el resultado es que los grupos amino se deben de eliminar,
produciéndose una excrecién nitrgenada exégena, que estara influenciada por
la tasa de alimento, contenido proteico y composicion aminoacidica de la dieta.

La excrecién nitrogenada se mide directamente por métodos quimicos:
método de Koroleff (1969), basado en la formacién de azul de indofenol y, el
método de Richards y Kletsch (1964), que consiste en oxidar el amonio a
nitritos. Otro método mas moderno son los sensores de amoniaco, que son
MAas precisos.

El contenido energético de la excrecibn amoniacal se puede calcular de
forma indirecta a partir del consumo de oxigeno por el método de Solomon vy
Brafiel, (1972), que se basa en la estequiometria de la reaccion de combustion
de 100 g de proteina:

(4.42 C, 7.00 H, 1.44 O, 1.14 N) + 4.60; > 1.14 NH3 + 4.42 CO; + 1.79 H,0
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En la oxidacion de 100 g de proteina se producen 1.14 moles de
amoniaco, a los que corresponden 397 kJ (que es el calor de combustion del
amoniaco) por cada 147.2 ¢ de oxigeno consumidos, lo que equivale a unas
pérdidas de 2.7 J por cada mg de oxigeno consumido en la oxidacion de
proteinas. Si al consumo diario de oxigeno se le multiplica por 2.7 J y por la
energia de la racion y se divide todo por 100, tendremos una estimacion de la
energia perdida en la excrecidon de amoniaco. |

Otra forma indirecta de calcular las pérdidas energéticas nitrogenadas es
por el método de Cho y Kaushik (1985), que se resume en las siguientes

ecuaciones:

NZ + NU = ND - NR
EZ+EU=(NZ+NU)249kJg' N

donde NZ son las pérdidas de N branquial, NU son las pérdidas de N de la
orina, ND es el N digestible ingerido, NR es el N incorporado a los tejidos, EZ
son las pérdidas energéticas branquiales y EU son las pérdidas energéticas
urinarias.

Es dificil tener una informacién exacta de las pérdidas energéticas, ya que
aumentan como consecuencia de la excrecién nitrogenada y pueden variar
tanto con la cantidad, como con la composiciéon de los productos de excrecion,
por ello, se ha sugerido un factor de conversion de 25 kJ por gramo de
nitrégeno excretado, que permite una estimaciéon mas realista de las péerdidas
de energia asociadas con la excrecién nitrogenada en peces. Las proteinas
estdn compuestas aproximadamente de 55% de carbono, 7% de hidrogeno,
20% de oxigeno, 2% de azufre y 16% de nitrégeno, de manera que por cada
~gramo de proteina utilizada como substrato respiratorio, se excretara 0.16
gramos de nitrégeno. Por cada gramo de proteina metabolizada (24 kJ), se
producira una peérdida de energia de 4 kJ (0.16 x 25), que representa
aproximadamente el 17% (0.16 x 25/24 x 100), del contenido energetico de la

proteina (Jobling, 1994).

Cuando se alimenta a un pez con una dieta sin proteinas, la excrecion de
productos nitrogenados procedera del catabolismo de las proteinas tisulares;
produciéndose una excrecién nitrogenada endégena como resultado de la
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transaminacion y desaminacién de aminoacidos que provienen de la sintesis y
degradacion de proteinas tisulares. Debido a que la mayoria de los aminoacidos
de la degradacién proteica son reutilizados en sintesis de nuevas proteinas, las
cantidades de excrecion nitrogenada enddégena son menores que las exogenas.

En la practica es muy dificii mantener a un pez con una dieta libre de
proteina, por lo que la excrecién de nitrogeno endégeno a menudo se estima
como la tasa de excrecién de un pez al que se mantiene en ayunas durante
unos dias.

2 3 53 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA EXCRECION NITROGENADA

Cuando se estima la excrecion nitrogenada endoégena de un pez mediante
su tasa de excrecién en ayunas, la temperatura del agua y el tamano del cuerpo
influyen notablemente. La relaciéon entre el tamafno del cuerpo y la tasa de
excrecién nitrogenada, se puede describir como una funcion alométrica de la

forma: U=awb
a y b son constantes, el exponente de peso b oscila entre los valores 0.47-0.95.

En las tablas 2-10 y 2-11, se muestran los efectos de |la temperatura del
agua y del peso en la excrecion nitrogenada en varias especies de peces, en
ayunas:

Tabla 2-10 Influencia de la temperatura y tamafio corporal en la excrecion de amoniaco en ayunas
Especie Numero Peso Condiciones t (°C) NH AQ Autores
de peces medio (g) (3) (4 (5)
Oncorhynchus S00 (1) 10 1.57 Jobling (1994)
myKissS
Carassius 10 (1) 20 3.79 Jobling (1994)
auratus
Carassius 5 100 (1) 20 266 1.87 0.032 Van den Thillart
auratus (1977)
Ctenopharyngo 65 (2) 28 5.04 Chakraborty et al.
don idella 5 20 (1992)
4 94
Oreochromis 1 45 (2) 30 839 527 0.082 Sukumaran (1986)
mossambicus
Rhinomugil 1 40 (2) 30 6.89 425 0.051 Peter Mohamed vy
corsula Kutty (1986)

——

(1) Ayuno prolongado.

(2) Ayuno de 36 horas a 48 horas

(3) NHz en mg kg’ h' ; calculado a partir de los datos de los autores excepto Chakraborty (1992)
(4) NHs en mg kg°® h™

(5) AQ convertido en unidades de mg NH3/ mg O; a partir de mmoles NH3 / mmoles O
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En condiciones de ayuno, la excreciobn de amoniaco aumenta con el
tamafio de animal, pero la excrecion especifica (mg N/g/dia) disminuye cuando
aumenta el tamano del pez. Carter y Brafield (1992), someten diferentes
tamanos de carpa Ctwnopharyngodon edilla, a dos periodos de ayuno y
obtienen los siguientes datos :

Tabla 2-11 Influencia del tamafio corporal en |la excrecion de amoniaco en ayunas
Tamario del 2 dias de ayuno 30 dias de ayuno
pez i i _
Pequeno Rango de peso (g) 0.70 - 1.90 0.85-1.30
Numero de peces < >
NA 0.27 + 0.008 0.25 + 0.028
NU 0.10 + 0.033 0.00
NT 0.36 + 0.033 0.25 + 0.08
NU / NT 25.28 + 6.17 0.00
U 8.83+0.75 6.25 + 1.91
Mediano Rango de peso (g) 2.90 - 5.60 4.05 - 4.40
Numero de peces 5 3
NA 0.14 + 0.013 0.07 + 0.01
NU 0.05 + 0.024 0.00
NT 0.19 + 0.032 0.07 + 0.01
NU / NT 24 60 + 6.47 0.00
U 468 + 0.75 1.62 + 0.24
Grande Rango de peso (g) 9.80-18.70 8.10 - 17.20
Numero de peces 13 13
NA 0.11%£ 0.01 0.10 + 0.012
NU 0.01+ 0.004 0.1+ 0.002
NT 0.13 + 0.009 0.12 + 0.012
NU / NT 11.65 + 3.34 4.94 + 1.93
U 3.15 £ 0.23 2.62 + 0.31

NA = Nitrégeno amoniacal en mg N/g/dia

NT = Nitrégeno total en mg N/g/dia

NU /NT = Relacién en % de la excrecién de urea y la excrecion total de nitrégeno

U = Energia perdida en J/g/dia
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La ingestion del alimento provoca un aumento de la excreciéon nitrogenada
(con un pico maximo), que dura varias horas después de haber comido. La
mayoria de los aumentos de excrecion nitrogenada se deben al aumento de la
excrecién amoniaco/amonio y de la produccién y excrecion de urea, aunque a
ésta, le afecta poco la ingesta. Esta excrecion exogena baja lentamente hasta
alcanzar el nivel basal (previo a la comida), este proceso puede durar desde
varias horas hasta dias, dependiendo de la cantidad y composicién del alimento
y de la temperatura.

La excrecion nitrogenada exégena se puede esperar que sea alta, cuando
se alimenta al pez con dietas ricas en proteinas y cuando el balance de
aminoacidos sea inapropiado para facilitar la sintesis proteica y el crecimiento.

Para muchas especies de peces carnivoros, la proteina debe de
proporcionar el 40-60 % de la energia disponible de la dieta para garantizar un
buen crecimiento: cuando se alimenta a un pez con este tipo de dietas, entre
30-50 % (en algunos casos mas), del nitrogeno absorbido se puede perder en
forma de excrecion exogena.
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2.3.6 PERDIDAS ENERGETICAS EN LAS HECES (F)

Una parte del alimento que consume un pez pasa a traves del tracto
gastrointestinal donde se digiere y absorbe y el resto se elimina en las heces.

En las heces ademas del alimento que no ha sido absorbido, hay mucus,
células desprendidas de las paredes del intestino, algunas enzimas digestivas,
componentes de la bilis y bacterias de la microflora intestinal. Si asumimos que
mucus, células muertas y bacterias son una minima parte del total del material
fecal, el analisis de l|las heces puede proporcionar una estimacion
razonablemente exacta de la cantidad de alimento que se ha absorbido.

2.3.6.1 TECNICAS DE RECOGIDA

Las heces se deben de retirar lo mas rapidamente posible para que no se
deterioren en el agua y no se infravalore su contenido energético. Se secan y se
pesan para calcular la cantidad de materia seca excretada, posteriormente se
queman en bomba calorimétrica, para saber su contenido energético y poder
realizar el balance general de asimilacion de la dieta.

La forma de recoger las heces es muy importante para evitar su deterioro o
perdida; la sifonacion directamente del agua es barato y simple, pero se pueden
romper (leaching) y algunos de sus componentes quedar en el agua durante
largos periodos de tiempo, sobrestimandose la eficiencia de absorcion. El
sistema Guelph (Cyaqg-2), disefiado por Cho et al., (1982) para la recogida de
material fecal, resuelve este problema, pero el autor recomienda extremar las
precauciones cuando se trasvasan las heces desde la columna de
sedimentacion de su dispositivo a los botes de centrifugacion. En nuestro
laboratorio (Tesis Doctoral de A.E. Morales), hemos eliminado este riesgo
disenando un bote de recogida de heces, que se enrosca directamente a la

columna de sedimentacion.

La succidén anal y la estimulaciéon mediante masaje, son metodos que dan
buen resultado en peces grandes, aunque en la estimulacion por masaje se
pueden obtener heces que estén contaminadas con orina y mucus; ademas
existe el riesgo de que se incluyan en las heces pequenas cantidades de
alimento que no se hayan digerido totalmente, sobrevalorandose la eficiencia de
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absorcion. La diseccién intestinal que requiere matar al animal y a menos que el
material se recoja de la parte posterior del intestino, puede que no sea
representativo de las heces.

2.3.6.2 DETERMINACION: DIRECTA E INDIRECTA

La digestibilidad de los nutrientes del alimento, o coeficiente de
digestibilidad aparente (CDA), es el porcentaje de energia remanente del
alimento después de haber descontado las pérdidas fecales y se calcula:

(c-F)
C

CDA =100

donde C es el contenido de energia o nutriente del alimento y F representa las
pérdidas fecales. En esta definicion no se hacen distinciones entre peérdidas
fecales que proceden del alimento no absorbido y derivados del propio animal
(nitrégeno de origen endégeno). Cuando se tiene en cuenta los componentes
fecales que no proceden de las fuentes alimenticias, se realiza una correccion a
la ecuacién anterior definiéndose el coeficiente de digestibilidad verdadera
(CD), que se calcula:

CD = 100 [C_(F'FP)]
C

donde F* es el componente de las heces que no procede del alimento.

Cuando las dietas tienen un bajo contenido proteico, es el nitrogeno de
origen enddégeno el mayoritario en las heces y bajo estas circunstancias, la
digestibilidad de la fuente proteica de una dieta se puede subestimar si la
contribucién del componente fecal metabdlico no se corrige para calcular la
digestibilidad.

Para la determinacién de la digestibilidad del alimento, se han desarroliado
una serie de técnicas que se pueden agrupar en dos categorias:

e método directo, que consiste en conocer la cantidad de alimento que ha
consumido el pez y la recogida de toda la produccién de heces, lo que resulta
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bastante dificil de realizar en la practica.

« método indirecto que consiste en incluir un marcador inerte en la dieta, para
poder calcular la eficiencia de absorcion como:

X

CDA = 100 - (1 00 % indicador en dieta % nutriente en hecesJ
% indicador en heces % nutriente en dieta

CDA (tota|)=1oo-[1oo% il d"ﬁ’ﬂ)

% indicador en heces

Como este calculo se basa en la relacion de nutriente-marcador en
alimento y heces, no se necesita conocer el consumo total de alimento y
tampoco es necesario recoger todas las heces producidas.

|l os marcadores deben de ser inertes, no interferir en los procesos
normales de alimentacién, digestion y absorcién; ademas no se deben degradar
ni ser absorbidos a su paso por el tracto gastrointestinal. El marcador ideal se
tiene que poder detectar con facilidad en el alimento y en las heces y pasar ali
intestino en la misma proporcién que los componentes del alimento.

La mayoria de los marcadores que se utilizan (oxido cromico, diéxido de
titanio. ceniza insoluble en acido, etc.), no son componentes de |la alimentacion
natural de los peces o se encuentran en cantidades tan pequenas que no se
pueden utilizar para estimar la eficacia con que las presas se digieren Yy
absorben, por lo que la mayoria de los estudios en peces se€ realizan con dietas
preparadas artificialmente a las que se les anaden los marcadores.

E| 6xido crémico es el marcador mas utilizado, en las proporciones de 0.25
a 1.5% dependiendo del peso de los animales. Este marcador da un color verde
al alimento, lo que puede producir ciertos problemas de aceptacion con algunas
especies y a veces, también provoca trastornos en la digestion.

| a ceniza insoluble en acido tiene la ventaja de ser un componente natural
del alimento, pero si se quiere utilizar como marcador, se debe de suministrar al
animal una cantidad de comida superior al 1% de su peso. Es barato y facil de
analizar, pero se pierde en pequeinas cantidades durante la digestion y
absorcion.
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La celulosa, lignina, clorofila y ceniza son productos naturales que se
pueden utilizar como marcadores, sin embargo, se digieren y absorben en
cierta medida, lo que se debe de tener en cuenta al interpretar los resultados.

En nuestro laboratorio (Tesis Doctoral de A.E. Morales), se han comparado
tres marcadores: 6xido cromico, silice y fibra bruta, proporcionando éste ultimo,
resultados parecidos a los obtenidos con el 6xido cromico en dietas fabricadas
con niveles minimos de fibra y la utilizacion de silice sobrevalora los coeficientes
de digestibilidad de los nutrientes de las dietas.

2.3.6.3 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA EXCRECION DE HECES

Entre los factores que influyen en la proporcion de nutrientes del alimento
que se pierde por las heces, son particularmente importantes el tipo y la
composicion del alimento. En peces carnivoros que consumen presas vivas, la
digestibilidad esta en un rango de 70 - 95% (Jobling, 1994), aunque otros
autores estiman que esta entre 65 - 99% (Elliott, 1979; Pabdian y Vivekanandan,
1985; Du Preez y Cockroft, 1988a,b). En carpas pequenas (17 - 20 g),
alimentadas con una dieta rica en proteinas (70.16%), se obtiene una
digestibilidad aparente del 91.3%, mientras que con una dieta granulada a base
de Lemna sp., la digestibilidad baja al 56.6% (Carter y Brafield, 1991). Hay
pocos trabajos que estudien como afecta el mismo alimento a especies
diferentes: Pandian (1967), encuentra para Megalops cypnnoides 'y
Ophiocephalus estriatus, digestibilidades de 91.5 y 90.6%, utilizando para
ambas especies una dieta a base de camaron y Chen et al.,, (1985), con
Hypophthalmichthys molitrix y Anistichthys nobilis, obtienen unas digestibilidades
de 88.48 y 88.05%, alimentando a ambas especies con Daphnia, pero como
estos estudios se refieren solamente a dos especies, no parece prudente
generalizarlos (Cui y Liu, 1990).

Los vegetales se digieren y absorben con menos eficacia, por lo que los
peces herbivoros tiene una eficiencia de absorcion que oscila entre el 40% vy el
80%, como se puede ver en la siguiente tabla (Jobling, 1994):
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Tabla 2-12
Eficiencia de absorcion
(%)
Tipo de alimento  Especies de peces Proteina  Energia
Detritus Ciclinidos ~ 45 ~ 40
Macroalgas Ciclinidos, Pomacéntridos, Gobidos 45 - 80 30-70
Macroéfitos acuaticos Ciclinidos, Ciprinidos 60 - 80 30 - 60
Oligoquetos Salménidos, Ciprinidos, Pleuronéctidos 80 - 95 70 - 85
Pércidos
Crustaceos Salmoénidos, Pércidos ~ 90 80 - 88
Peces Pércidos, Galidos 85 - 98 80 - 97

En las dietas elaboradas artificialmente, su digestibilidad dependera de los
ingredientes que lleven y el tratamiento que se ies haya dado. Estos factores
pueden producir grandes diferencias de la digestibilidad entre ingredientes del
alimento y entre diferentes tipos de dietas, como se puede ver en la siguiente
tabla (Jobling, 1994):

Tabla 2-13
R . ___Coeficientes de digestibilidad (%)
Tilapia Pez gato

Ingredientes de la dieta__ Protelna Energla Proteina Energia
Pescado 87 80 87 85
Productos del pollo 74 59 74 67
Soja 91 o/ 77 56
Trigo 76 58 84 60
Maiz 83 76 66 59

Otros factores que influyen en la eficiencia de digestion y absorcion del
alimento son la tasa de alimentacién, la temperatura del agua, tamaino del pez y
régimen alimenticio empleado. La eficiencia de absorcion aumenta con la
temperatura (Elliott, 1976; Brockesen y Bugge, 1974), aunque otros autores
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opinan que la temperatura no afecta (From y Rasmussen, 1984). Cui y Wootton
(1988), encuentran que la eficiencia de absorcion aumenta cuando disminuye la
temperatura, y Jobling, (1994) obtiene resultados de menor eficiencia de
absorcion con peces pequefios que con grandes para bajas temperaturas (entre
7 y 15 °C). Los peces de mayor tamano tienen una eficacia de absorcion mayor
(Smith, 1976; Allen y Wootton, 1983). A medida que aumenta el tamafo de la
racion de alimento, disminuye la eficiencia de absorcion (Elliott, 1976; Cui y
Wootton, 1988), pero Cui y Liu (1990) encuentran que la tasa de alimento no
afecta a la eficiencia de absorcidn cuando la forma de alimentacion es al
maximo. Todas estas diferencias se deben probablemente a los meétodos
empleados.

2.4 DIOXIDO DE CARBONOQO: METODOS DE MEDIDA

Los métodos para medir los niveles de didoxido de carbono en el agua son
mas recientes y estdn menos desarrollados que los empleados para medir el
consumo de oxigeno. Aunque, cada vez, son mas los investigadores que
incorporan estos métodos para el estudio del metabolismo de los peces por
calorimetria indirecta.

Una de las causas de que estas técnicas estén menos desarrolladas, es el
hecho de que el dibxido de carbono reacciona con el agua y forma acido
carbonico:

C02 + Hzo > H2C03
CO, + 20H > CO3 + H,O

y la cantidad de diéxido de carbono en forma de carbonatos y bicarbonatos,
depende del pH de la disolucién.