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RESUMEN

La acuicultura es un sistema de produccién animal en continuo crecimiento,
llegando a superar a la produccién de la pesca en los ultimos afios. Dentro de la
produccidn acuicola, el cultivo de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es el tercero
mas importante a nivel mundial. Sin embargo, el bienestar animal y la calidad de la
carne, intimamente ligados entre si, han cobrado una mayor importancia en acuicultura
tanto en los productores como en los consumidores, siendo necesaria una investigacion
mayor en estos temas. ElI manejo previo a la fase final del ciclo de produccion va a
incluir una serie de practicas que generan una respuesta de estrés en los peces y si esta
respuesta es suficientemente alta puede llegar a afectar negativamente a su bienestar v,
consecuentemente, la calidad de la carne va a ser peor. Dos de las practicas mas
comunes en esta fase son el ayuno pre-sacrificio, para asegurar un vaciado completo del
aparato digestivo que nos reduzca los posibles problemas de contaminacion de la canal
durante el eviscerado de los peces, y el despesque, que permite extraer los peces de los
tanques o jaulas donde estan alojados para su sacrificio y posterior procesado. Tanto el
ayuno como el despesque son practicas que no se pueden evitar pero podemos intentar
reducir la respuesta de estrés que generan modificando su duracion o utilizando técnicas
que permitan a los peces adaptarse mejor a estos estimulos estresantes, como puede ser
la modificacion de las frecuencias de alimentacion en el Gltimo mes de engorde para una

mejor adaptacion al ayuno pre-sacrificio.

Asi pues, en la presente tesis doctoral se estudiaron las repercusiones del ayuno
y despesque previo al sacrificio en la truchas arcoiris tanto sobre el bienestar animal
como sobre la calidad de la carne, buscando a la vez la manera de minimizar la
respuesta de estrés generada por el ayuno pre-sacrificio mediante distintas frecuencias

de alimentacion en el Gltimo mes de engorde.

Se realizaron tres experimentos para alcanzar estos objetivos, utilizando un total
de 564 truchas arcoiris. En el experimento 1 (180 truchas) los peces se sometieron a
distintos tiempos de ayuno pre-sacrificio de 3, 4, 5, 6, 7 y 9 dias (17,2 grados dia-°C d;
22,3 °C d; 28,6 °C d; 353 °C d; 41,8 °C d y 55,3 °C d, respectivamente) para
determinar el periodo éptimo de ayuno pre-sacrificio en la trucha arcoiris, el cual
produzca el menor efecto posible sobre el bienestar animal y la calidad de la carne y la
canal. En el experimento 2 (240 truchas) se sometieron a los peces a distintas
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frecuencias de alimentacion en el Gltimo mes de engorde (diaria, una vez cada dos dias
0 una vez cada cuatro dias) y a 2 o 9 dias de ayuno (24,3 °C d o 102 °C d,
respectivamente) con el fin de determinar si es posible reducir la respuesta de estrés
generada por el ayuno pre-sacrificio adaptando a los peces a diferentes frecuencias de
alimentacion y con ello obtener una mejor calidad de la carne y la canal. Finalmente, en
el experimento 3 (144 truchas) se valoré el efecto combinado de un ayuno pre-sacrificio
de 7 dias (135,6 °C d) junto con el efecto del despesque, situacion que fue simulada
mediante la persecucion de los peces durante 20 min en sus tanques utilizando

salabardos.

En los tres experimentos se valoraron una serie de parametros biométricos (peso
sacrificio, crecimiento relativo, coeficiente de condicion corporal, contenido estomacal,
indice somatico del digestivo, indice hepatosomatico y rendimiento canal),
hematoldgicos (concentracion plasmatica de cortisol, glucosa, lactato, triglicéridos y
enzimas lactato deshidrogenasa y creatin fosfoquinasa), metabodlicos (glucégeno
hepético y muscular, ratio IMP/ATP y color del higado y agallas) y de calidad de canal
y de carne (evolucion del rigor mortis, pH muscular, color de piel y muasculo, capacidad
de retencion de agua, oxidacion lipidica y composicion del muasculo en acidos grasos).
Con estos pardmetros obtenidos se pudo valorar el bienestar animal y la calidad de la

canal y de la carne en los animales utilizados en los experimentos.

En el experimento 1 se observd que un incremento de los grados dia de ayuno
produjo una disminucién del peso al sacrificio, contenido estomacal, indice somatico
del digestivo e indice hepatosomatico. Los indicadores hematoldgicos de respuesta de
estrés tales como las concentraciones plasmaticas de cortisol, glucosa y enzima creatin
fosfoquinasa también disminuyeron con el incremento de los grados dia de ayuno. De
forma contraria, el rendimiento canal y el pH muscular se vieron incrementados con los
grados dia de ayuno. Por otro lado, un ayuno de 3 (17,2 °C d) o 4 dias (22,3 °C d)
provocO un incremento de los niveles de cortisol plasmatico en las truchas que
disminuyeron al aumentar los grados dia de ayuno a la vez que las reservas corporales
disminuian como se pudo observar en los valores de glucosa plasmaticos e indice

hepatosomatico.

Los resultados mas destacados en el experimento 2 fueron primeramente un

crecimiento relativo mayor en los peces alimentados una vez cada dos dias y sometidos
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a 2 dias de ayuno pre-sacrificio (24,3 °C d) respecto al resto de los grupos. La
concentracion plasmatica de cortisol fue similar entre grados dia de ayuno en los peces
alimentados de forma diaria y una vez cada cuatro dias, mientras que en los alimentados
una vez cada dos dias fue menor a los 2 dias de ayuno que a los 9 dias (102 °C d), con
concentraciones similares de glucosa entre grados dia de ayuno. El glucogeno hepético
fue mayor a los 2 dias de ayuno que a los 9 dias excepto en los peces alimentados una
vez cada cuatro dias, en los cuales la concentracion se mantuvo similar entre grados dia
de ayuno. Finalmente, respecto a la calidad de la carne y la canal, lo més destacado fue
un mayor pH muscular en todos los grupos a los 9 dias de ayuno y un establecimiento
del rigor mortis mas temprano en el grupo alimentado una vez cada cuatro dias a los 9

dias de ayuno respecto a los ayunados durante 2 dias.

En el experimento 3, el ayuno de 7 dias (135,6 °C d) produjo una disminucion
de los pardmetros biométricos, de la concentracion plasmatica de triglicéridos, del
glucogeno hepaético y de la luminosidad del higado. Ademas afect6 en gran medida a la
composicion en acidos grasos del masculo, siendo este efecto mayor en los &cidos
grasos monoinsaturados y mayor en los poliinsaturados. Por otro lado, el principal
efecto del despesque fue un incremento significativo de los niveles de cortisol, glucosa

y lactato plasmaticos, asi como de la luminosidad del higado.

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral permiten obtener una serie
de conclusiones respecto a los objetivos planteados. El periodo 6ptimo de ayuno pre-
sacrificio en la trucha arcoiris se encuentra en un rango de grados dia de 17,2-22,3 °C d,
ya que nos va a asegurar un vaciado total del aparato digestivo y una menor respuesta de
estrés que va a implicar una mejor calidad de la carne. Ademas, esta respuesta de estrés
generada por el ayuno pre-sacrificio se puede reducir ain mas mediante la modificacién
de la frecuencia de alimentacion en el Gltimo mes de engorde. En concreto, una
frecuencia de alimentacion de una vez cada dos dias provoca una adaptacion en los
peces a periodos cortos de ayuno y es capaz de disminuir la respuesta de estrés generada
por un ayuno de 2 dias (24,3 °C d), permitiendo a los productores acuicolas
proporcionar un mejor bienestar animal a los peces y, por tanto, una mejor calidad de su
carne. Por ultimo, se confirma el despesque como un gran estimulo estresante para los
peces durante el manejo pre-sacrificio, por lo que se recomienda reducir el tiempo de

captura a lo minimo posible.
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SUMMARY

Agquaculture is an animal production system that has undergone continuous
growth, exceeding fisheries production in recent years. Within aquaculture production,
rainbow trout farming (Oncorhynchus mykiss) is the third most important worldwide
and is highly developed. However, animal welfare and flesh quality, which are closely
linked, have become more important to both aquaculture producers and consumers, so it
IS necessary to focus research on these issues. Pre-slaughter management includes a
number of practices that generate a stress response in fish and if this response is high
enough, it may affect fish welfare negatively and consequently flesh quality is going to
be worse. Two of the most common practices in this phase are pre-slaughter fasting,
ensuring a complete emptying of the digestive system while reducing potential flesh
contamination problems during evisceration, and harvesting to remove fish from their
raceways or cages for slaughter and subsequent processing. Neither fasting nor
harvesting can be avoided but we can try to reduce the stress response that they generate
by modifying their duration or using techniques that allow fish to better adapt to these
stressors, such as changing feeding frequencies in the last month of fattening for a better

adjustment to pre-slaughter fasting.

So, in this thesis, we studied the impact of pre-slaughter fasting and harvesting
both on animal welfare and flesh quality in rainbow trout, considering ways to minimize
the stress response generated by pre-slaughter fasting using different feeding

frequencies in the last month fattening.

Three experiments were performed to achieve these objectives using a total of
564 rainbow trout. In experiment 1 (180 trout), fish were subjected to different periods
of pre-slaughter fasting: 3, 4, 5, 6, 7 and 9 days (17.2 degree days-°C d; 22.3 °C d; 28, 6
°C d; 35.3°C d; 41.8 °C 55.3 °C d, respectively) to determine the optimal pre-slaughter
fasting period in rainbow trout, which has minimal negative effects on animal welfare
and flesh quality. In experiment 2 (240 trout), fish were subjected to different feeding
frequencies in the last month of fattening (daily, once every two days or once every four
days) and 2 or 9 days of pre-slaughter fasting (24.3 °C d or 102 °C d, respectively) in
order to determine whether it was possible to reduce the stress response generated by
the pre-slaughter fasting by adapting fish to different feeding frequencies and thereby
obtaining a better flesh quality. Finally, in experiment 3 (144 trout), we analysed the
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combined effect of a pre-slaughter fasting of 7 days (135.6 °C d) together with the
effect of harvesting, which was simulated in the pre-slaughter phase by pursuing the
fish with dip nets during 20 min in their home tanks.

In all experiments, a series of biometric (slaughter weight, relative growth,
condition factor, stomach content, digestive somatic index, hepatosomatic index and
carcass yield), hematologic (plasma cortisol, glucose, lactate, triglycerides and lactate
dehydrogenase and creatine phosphokinase enzymes) metabolic (liver and muscle
glycogen, IMP/ATP ratio and liver and gills color) and flesh quality parameters (rigor
mortis, muscle pH, skin and muscle color, water holding capacity, lipid oxidation and
muscle composition in fatty acids) were assessed to determine animal welfare and flesh

quality.

In Experiment 1, it was observed that increasing degree days of fasting produced
a decrease in slaughter weight, stomach content, digestive somatic index and
hepatosomatic index. Hematologic parameters of stress response such as plasma
concentrations of cortisol, glucose and creatine phosphokinase enzyme also decreased
with increasing degree days of fasting. On the contrary, carcass yield and muscle pH
increased with degree days of fasting. On the other hand, a pre-slaughter fasting of 3
(17.2 °C d) or 4 days (22.3 °C d) caused an increase in plasma cortisol levels in rainbow
trout and after 5 days (28,6 °C d ) it began to decrease, as well as body reserves, as did

plasma glucose values and the hepatosomatic index.

The most significant result in experiment 2 was the higher relative growth in fish
fed once every two days and subjected to 2 days of pre-slaughter fasting (24.3 °C d).
Plasma cortisol concentration was similar between degree days of fasting in fish fed
daily or once every four days, while fish fed once every two days presented lower
plasma cortisol at 2 days of fasting than 9 days (102 °C d), with similar glucose
concentrations between degree days of fasting. Liver glycogen was higher after 2 days
of fasting than 9 days, except in once every four days fed fish, in which case the liver
glycogen remained similar between degree days of fasting. Finally, regarding flesh
quality, muscle pH was higher in all groups after 9 days of fasting and rigor mortis set

in sooner in fish fed once every four days at 9 days of fasting.
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In experiment 3, a 7 day pre-slaughter fasting (135.6 °C d) resulted in a decrease
of all biometric parameters measurements, plasma triglycerides, liver glycogen and liver
brightness. It also greatly affected the fatty acid composition of muscle, with this effect
being higher in monounsaturated fatty acids than polyunsaturated ones. Furthermore,
the main effect of harvesting was a significant increase in plasma cortisol levels,

glucose and lactate, and liver brightness.

The results obtained in this thesis suggest series of conclusions. The optimum
period of pre-slaughter fasting in rainbow trout is in a range of 17.2 to 22.3 degree days,
since that ensures a complete emptying of the digestive system and a lower stress
response, which will lead to improved flesh quality. In addition, the stress response
generated by pre-slaughter fasting can be reduced by changing the feeding frequency in
the last month of fattening. Specifically, feeding on alternate days seems to allow fish to
adapt to short periods of fasting decreasing the stress response generated by a 2 day fast
(24.3 °C d), improving fish welfare and flesh quality. Finally, harvesting during pre-
slaughter handling was confirmed as a major stressor for fish, so the duration of capture

time should be minimized.
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Hoy en dia, la poblacion mundial se enfrenta a varios retos y entre ellos uno de
los més importantes es satisfacer las necesidades de alimentacion para una poblacion en
continuo crecimiento. La pesca y la acuicultura juegan un papel muy importante en
paliar el hambre mundial, promover la salud y reducir la pobreza (FAQO, 2014). Segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), en
los ultimos 50 afios, se ha dado un crecimiento de los productos pesqueros para
consumo humano mayor que el de la poblacion mundial, esperdndose que en los
préximos 10 afios la produccion total de pesca y acuicultura supere a la de la carne de
vacuno, porcino y pollos de carne (FAO, 2012a). Mientras que la pesca es un recurso
finito y sometido a niveles de explotacion cada vez mas altos, el desarrollo de la
acuicultura permite una fuente alternativa de suministros pesqueros. Por todo lo
anterior, la acuicultura ha sido sefialada por la FAO como la actividad econémica que
permitira la conservacion de los recursos pesqueros y al mismo tiempo satisfacer el
auge de la demanda mundial de alimentos (FAO, 2010, 2011, 2014).

Dentro de la produccion acuicola, el cultivo de especies de salmdnidos como la
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se encuentra estandarizado desde hace tiempo
pero actualmente el bienestar animal y la calidad de la carne, intimamente ligados entre
si, han cobrado una mayor importancia tanto en los productores como en los

consumidores, por lo que es necesaria mas investigacion en este campo.

La Organizacion Internacional para la Salud Animal (siglas en francés, OIE)
supone que el manejo pre-sacrificio implica situaciones de estrés inevitables para los
peces. Sin embargo, uno de los puntos criticos para la obtencion de un producto rentable
y 6ptimo en calidad es el manejo pre-sacrificio. Este manejo en la produccion de trucha
arcoiris incluye un periodo de ayuno y un despesque de los peces previo al aturdimiento
que conlleva un ejercicio en los animales, sin embargo, son muy escasos los
conocimientos de los efectos de estos procesos sobre el bienestar animal y sobre todo

sobre la calidad de la carne.

15



Introduccion y objetivos

Asi pues, la presente Tesis Doctoral tiene como objetivo principal el estudio de
las repercusiones del ayuno y despesque previo al sacrificio en la truchas arcoiris,

tanto sobre el bienestar animal como sobre la calidad de la carne

Para llevar a cabo dicho objetivo general se han planteado una serie de objetivos
mas concretos que han sido desarrollados en las tres pruebas experimentales de las que

se compone esta memoria:

1. Determinar el efecto de distintos tiempos de ayuno pre-sacrificio, basados en
grados-dia (°C d), sobre la respuesta de estrés y la calidad de la carne.

2. Reducir el efecto del ayuno pre-sacrificio sobre la respuesta de estrés y la
calidad de la carne mediante la utilizacion de distintas estrategias alimentarias en
el tltimo mes de engorde.

3. Evaluar el efecto del despesque pre-sacrificio en los peces sobre su respuesta de

estrés y la calidad de la carne.

A partir de los resultados obtenidos se sugerirdn y recomendaran los
procedimientos y practicas mas adecuadas para obtener un producto de alta calidad sin
que el bienestar animal se vea altamente comprometido, buscando optimizar los
protocolos de manejo pre-sacrificio en la especie mas importante de la acuicultura

continental en Espafia.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Importancia de la acuicultura

2.1.1. Situacion de la acuicultura en el mundo

La FAO define la acuicultura como: “Cultivo de organismos acuaticos en areas
continentales o costeras, que implica por un lado la intervencion en el proceso de
crianza para mejorar la produccion y por el otro la propiedad individual o empresarial
del stock cultivado” (Haylor y Bland, 2001).

El suministro de productos de origen acuético para la poblacién mundial viene
de la pesca y de la acuicultura, pero la acuicultura no es so6lo un complemento de la
pesca, sino que es la ganaderia con mayor proyeccion de futuro. Tiene a su favor que el
70% de la superficie del planeta es agua, que no requiere del consumo de agua dulce,
que los animales acuaticos son convertidores mas eficientes de su alimento que los
vertebrados terrestres y que sus tasas de reproduccién son varios 6rdenes de magnitud
superiores a los de los vertebrados terrestres (APROMAR, 2015). La pesca junto con la
acuicultura suministré a la poblacién mundial un total de 191 millones de t de pescado
en 2013, de las cuales 93,8 t provinieron de la pesca (49%) y las 97,2 t restantes de la
acuicultura (51%), siendo en este afio la primera vez que la produccién de la acuicultura
superd a la de la pesca tras su continuo crecimiento en los Gltimos 50 afios (Figura 2.1).
En un futuro mas lejano, la acuicultura sera la manera mas comdn de aprovisionamiento
de productos acuaticos para la mayor parte de la humanidad, como ocurre hoy con la
ganaderia terrestre frente a la caza, siendo estimado que en el afio 2030 la acuicultura
supondré el 65% de toda la produccion de pescado (FAO, 2014).
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Figura 2.1. Evolucidn de la produccién de acuicultura y pesca mundial en el periodo 1951-
2013 (Adaptado de APROMAR, 2015)

China sigue siendo el primer e indiscutible pais productor mundial de
acuicultura, con 57,1 millones de t de produccién acuicola en 2013, un 5,9% superior a
la de 2012. En 2013, las diez principales naciones productoras de acuicultura
(Figura 2.2) produjeron 87,3 millones de t, que representa casi el 90% de la produccion
acuicola mundial, destacando el fuerte crecimiento observado durante 2013 en
Indonesia (algas, tilapia, carpas y langostinos) e India (carpas y langostinos), que
incrementaron su produccién en un 37% y un 8,1%, respectivamente. En relacion con el
valor econdmico de la produccién mundial de acuicultura, su cuantia super6 en 2013 los

125.814 millones de euros en su primera venta.

China (58,76%)
Indonesia (13,53%)
India (4,69%)
Vietnam (3,39%)
Filipinas (2,44%)
Bangladesh (1,91%)
Corea (1,58%)
Noruega (1,28%)
Egipto (1,13%)
Tailandia (1,09%)
Resto de paises (10,21%)

DORDODOOEEEN

Figura 2.2. Distribucion porcentual de la produccion de acuicultura mundial en el afio 2013
(Extraido de datos de la FAO)
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2.1.2. La acuicultura en Espafia

Espafia ocupa el puesto 21 en la produccién acuicola mundial, con 249.240 t
producidas en 2013, un 16% menos que en el afio 2012, pero dentro de la Uniodn
Europea es el primer productor en términos de acuicultura, incluyendo las plantas
acudticas. La mayor produccion se alcanzo a finales de la decada de los 90 (318.469 t,
Figura 2.3). La mayoria de esta produccion es marina (234.367 t), pero los peces so6lo
representan 42.363 t de esta produccién. Actualmente, las especies de peces marinos
cultivados a nivel comercial incluyen: dorada (Sparus aurata, 16.335 t), lubina
(Dicentrarchus labrax, 14.455 t), rodaballo (Psetta maxima, 6.787 t) y corvina
(Argyrosomus regius, 557 t). Otras especies marinas con una menor produccién en
Espafia son la anguila (Anguilla anguilla), besugo (Pagellus bogaraveo), lenguado
comun (Solea solea), atin rojo (Thunnus thynnus), sargo comun (Diplodus sargus),

abadejo (Pollachius pollachius) y salmon atlantico (Salmo salar).
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Figura 2.3. Produccion acuicola en Espafia desde 1950 a 2013 (Extraido de datos de la FAO)

Respecto a la acuicultura nacional de especies de agua dulce y salobre, la
especie mas importante es la trucha arcoiris, con un total de 14.774 t producidas en
2013, lo que representa un 5,9% de la produccion acuicola nacional y un 99% de la
acuicultura continental en nuestro pais. También hay una produccién a pequefia escala

de esturion (Acipenser naccarii, 93 t) y tenca (Tinca tinca, 20,3 t).
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2.1.3. La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

2.1.3.1. Situacion de la produccion acuicola

La produccion de la trucha arcoiris se ha visto incrementada desde la década de
los 50, especialmente en Europa, con un pico en 2001 con 327.920 t, principalmente
debido al incremento de la produccion en paises como Francia, Italia, Dinamarca,
Alemania y Espafia para la exportacion a Noruega, donde se venden en los mercados
directamente o se engordan en jaulas situadas en el mar. La produccién mundial de
trucha arcoiris se vio incrementada hasta 728.500 t en 2010 y a dia de hoy es la tercera
especie mas producida en acuicultura a nivel mundial. Chile es actualmente el mayor
productor con 142.681 t en 2013. En el afio 2013 la produccidn total en Europa fue de
286.054 t, de las cuales fueron producidas un 5,6% (15.868 t) en Espafa, donde la
produccion alcanzé un méximo en 2001 (35.384 t, Figura 2.4) pero se ha producido un
marcado descenso de la misma desde entonces, como en el resto de especies,
principalmente debido al incremento de los costes de produccién, una disminucion del
valor comercial, la competicion con otras especies y el abandono de las zonas rurales
(IS-AC, 2010).
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Figura 2.4. Produccion acuicola de trucha arcoiris en Espafia desde 1950 a 2013 (Extraido de
datos de la FAQO)
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2.1.3.2. Sistema de produccién

En la Figura 2.5 se presenta un esquema del ciclo de produccion en acuicultura

de la trucha arcaoiris.

Primero se lleva a cabo la fertilizaciéon de los huevos, previa selecciéon de los
reproductores, mediante un método en seco, sin adicion de agua. Para la extraccién de
los huevos es recomendable que las hembras se encuentren anestesiadas para facilitar
este proceso Yy reducir la respuesta de estrés asociada al manejo y posibles golpes. Este
proceso se realiza mediante presion desde las aletas pélvicas hasta el &rea ventral o por
desove con aire, método que produce una menor respuesta de estrés en los peces y unos
huevos méas limpios y saludables. Los machos son tratados de la misma manera que las
hembras, recolectando el semen en un recipiente, evitando la contaminacién con agua u
orina. Se recoge el semen de varios machos y se mezcla con los huevos para reducir la
endogamia y asegurar una buena fertilizacién. También se afiade agua a la mezcla para
que se activen los espermios y aumente el tamafio de los huevos en un 20% al llenarse
el espacio perivitelino entre cascara y yema, un proceso que Se Conoce Como

“endurecimiento del huevo”.
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Figura 2.5. Ciclo de produccion intensiva de la trucha arcoiris (FAO, 2012b)
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Los huevos fertilizados son depositados en bandejas de incubacion y en
oscuridad hasta que se alcanza la etapa de ova con ojo. El tiempo hasta la eclosién varia
dependiendo de la temperatura del agua, con una media de 370 °C d. Las truchas
eclosionan con una reserva de alimento en su saco vitelino que va a durar 2-4 semanas,
por lo tanto se les llama larvas o alevines con saco. Los huevos incubados
separadamente en bandejas son transferidos a bateas de crianza después de eclosionar.
Tras la eclosion, se remueven las bandejas y la profundidad del agua en las bateas se
mantiene baja (8-10 cm) con un flujo reducido hasta que las larvas alcanzan la etapa de
“nadar hacia arriba”, el saco vitelino es absorbido y comienza la busqueda activa de

alimento (10-14 dias después de la eclosion).

Los alevines son criados tradicionalmente en tanques de cria, donde son
alimentados con dietas iniciales, principalmente en forma de pellets, hechas de harina de
pescado (80%), aceites de pescado y granos, que proporcionan el balance nutricional
adecuado. Cuando los alevines alcanzan 8-10 cm de longitud se trasladan a
instalaciones de engorde al aire libre. Estas pueden constar de canales delimitados,
estanques de flujo abierto o jaulas. Los canales individuales y estanques tienen
tipicamente 2-3 m de ancho, 12-30 m de largo y 1-1,2 m de profundidad. Los canales
proporcionan agua bien oxigenada, sin embargo, los peces son vulnerables a la calidad
de agua externa y las temperaturas del agua ambiente influyen significativamente las
tasas de crecimiento. Los alevines son sembrados en densidades de 25-50 alevines/m?
para producir hasta 30 kg/m2 con la alimentacion y suministro de agua adecuados,
aungue es posible una produccion mas alta. Los peces son engordados hasta tamafio

comercial (30-40 cm), normalmente en 9 meses.
2.2. Respuesta de estrés en peces teledsteos

El concepto de estrés es un término muy amplio que se podria definir como un
estado en el cual el equilibrio dindmico de los seres vivos, llamado homeostasis, es
amenazado o alterado frente a un estimulo extrinseco o intrinseco denominado agente
estresante (Chrousos y Gold, 1992). Los efectos producidos por los agentes estresantes
son en primer lugar directos, caracterizados por modificaciones hormonales,
fisioldgicas, metabolicas y celulares, y generando otros efectos indirectos que afectan a
la poblacion o comunidad de la especie en cuestion, alterando las relaciones tréficas del

sistema. Como se observa en la Figura 2.6, la respuesta de estrés viene dada por una
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respuesta adaptativa (capacidad para poder responder a situaciones adversas) y una
respuesta no adaptativa (cuando los mecanismos se fuerzan més all4 de sus limites
empeorando la salud) (Barton e lwama, 1991). Cuando el agente estresante actla en un
periodo corto de tiempo (minutos u horas) produce una respuesta de estrés aguda,
mientras que si por el contrario actda durante varias horas, dias e incluso semanas
hablaremos de respuesta de estrés cronica (Pickering, 1998). Por tanto, podemos
establecer una relacion directa entre el periodo de tiempo durante el que un agente
estresante estd actuando y el paso de una respuesta adaptativa a no adaptativa
(Pickering y Pottinger, 1995).

AGENTE ESTRESANTE

RESPUESTA DE ESTRES

ADAPTATIVA NO ADAPTATIVA

T Cortisol plasmatico * Flujo iones/agua

1* Catecolaminas plasmaticas +? Acidosis metabdlica

vb Linfocitos circulantes

1* Flujo sanguineo en branquias
1~ Glucosa plasmatica wb Inmunocompetencia

1* Actividad muscular ‘b Capacidad reproductora

vb Capacidad de crecimiento

| S

Figura 2.6. Efectos generales de la respuesta de estrés (Elaboracion propia a partir de Barton
e lwama, 1991)

En los peces podemos diferenciar tres etapas en la respuesta de estrés
(Wedemeyer, 1996):

Respuesta primaria

En esta fase se producen una serie de cambios endocrinos como consecuencia
del estimulo de estrés (Figura 2.7). Esta respuesta neuroendocrina inmediata producida

por el estimulo estresante consiste en la liberacion de catecolaminas (adrenalina y
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noradrenalina) desde las células cromafines de los peces, localizadas en capas, cordones
0 grupos aislados a lo largo de la vena cardinal y rifién cefélico constituyendo el tejido
interrenal, cuyo equivalente en los mamiferos son las células adrenales
(Milano et al., 1997). Los niveles de catecolaminas no se miden en la practica como
indicadores de respuesta de estrés ya que son dificiles de determinar y su presencia en el

torrente sanguineo es muy limitada (Bonga, 1997).

Tras la activacion de las células cromafines del tejido interrenal se activa el eje
hipotdlamo-pituitaria-interrenal o eje HPI (Sumpter, 1997). Este eje comienza su
activacion cuando una serie de neurotransmisores cerebrales provocan la liberacion de
la hormona liberadora de corticotropina (CRH) por parte de las neuronas que se
encuentran en el hipotdlamo. Este neuropéptido es transportado desde el hipotdlamo a la
glandula pituitaria, donde se encargard de activar la produccion de hormona
adrenocorticotropa (ACTH), que finalmente estimula la produccién de cortisol en el
tejido interrenal (Sumpter, 1997; Belanger et al., 2001), lo que equivale a la corteza
adrenal en los mamiferos (Okawara et al., 1992). La secrecion de cortisol es mas lenta
que la de las catecolaminas ya que, a diferencia de éstas, no se encuentra almacenado y
su sintesis tiene que ir precedida de una cascada de sefiales hormonales como se ha
explicado anteriormente. El eje HPI en salmonidos se activa en respuesta a la mayoria
de agentes estresantes (contaminantes, acidificantes, hipoxia, cambios de salinidad,

interaccidn social, manejo pre-sacrificio en acuicultura).
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Figura 2.7. Desarrollo de la respuesta primaria de estrés en peces.
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Respuesta secundaria

En esta fase se producen una serie de cambios como consecuencia de la
liberacion hormonal en la fase anterior. Estos cambios ocurren a nivel fisioldgico,
metabolico y tisular, incluyendo, entre otros efectos, un aumento del ritmo cardiaco, una
movilizacién de las reservas energéticas, una mayor captacion de oxigeno a través de las
branquias, mayor demanda de oxigeno, alteraciones del equilibrio hidrico y mineral e
incremento de la glucosa en sangre via glucogendlisis (Pickering y Pottinger, 1995). Por
ello la glucosa se emplea entre otros como indicador de respuesta de estrés debido a su

incremento en sangre ante un estimulo estresante (Barry et al., 1993).
Respuesta terciaria

Se produce como consecuencia de las dos respuestas anteriores, dando lugar a
una disminucién del crecimiento y de la resistencia a enfermedades, asi como
alteraciones en la capacidad reproductora. También se vera afectada la capacidad para
hacer frente a otras situaciones estresantes adicionales (Wedemeyer, 1996;
Bonga, 1997).

2.3. Manejo pre-sacrificio

Actualmente, los consumidores demandan unas practicas de manejo en
acuicultura que aseguren un buen nivel de bienestar en los peces. De acuerdo con esta
demanda, ha aumentado el interés de la elaboracién de protocolos de manejo para
salvaguardar el  bienestar de los animales en las piscifactorias
(L6pez-Olmeda et al., 2012). EI manejo pre-sacrificio en acuicultura es importante para
el bienestar de los peces (Brown et al., 2010; Digre et al., 2010) y, dentro de este
manejo, el despesque y el sacrificio son las fases finales de cualquier ciclo de
produccién acuicola destinado a la obtencion de alimentos para consumo humano. El
objetivo principal durante estas fases es evitar las perdidas econdmicas debidas a una
muerte prematura o a lesiones visibles en los peces. Durante este proceso se llevan a
cabo un gran nimero de practicas de manejo que pueden generar una respuesta de estrés
y afectar al bienestar animal. Situaciones estresantes durante el periodo ante-mortem
puede afectar a los mecanismos fisioldégicos de los animales, empeorando su
crecimiento, y a los procesos bioquimicos que se producen durante la fase post-mortem

que transforman el musculo en carne, influyendo de esta forma sobre la calidad y la
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durabilidad del producto final (Azam et al., 1989; Lowe et al., 1993; Marx et al., 1997;
Thomas et al., 1999).

2.3.1. Ayuno

La privacion de alimento o ayuno en los peces ocurre de forma habitual en las
poblaciones silvestres pero también es una practica muy utilizada en el cultivo de peces
en explotaciones acuicolas. Las poblaciones silvestres se someten a periodos de
restriccion del alimento debido a la falta de acceso del mismo, fendmenos
meteoroldgicos y durante ciertas fases de su ciclo reproductivo. Por otro lado, las
especies cultivadas en acuicultura se someten a periodos de ayuno debido a algunas de
las razones anteriormente comentadas en los animales silvestres pero ademas tienen que
hacer frente a periodos de privacion de alimento impuestos por el sistema de
produccion. En acuicultura se emplea el ayuno por varias razones, ya que puede mejorar
los problemas de calidad del agua, reducir la respuesta de estrés debida al manejo,
reducir los efectos negativos de brotes de enfermedades (Davis y Gaylord, 2011) o para
inducir un crecimiento compensatorio con un periodo de realimentacion tras un ayuno
(Gaylord y Gatlin, 2000; Azodi et al., 2015).

El ayuno de los peces antes de su transporte o sacrificio es un procedimiento
comun en la acuicultura. Esta practica, a veces denominada como "purga”, fue utilizada
originalmente para conseguir un vaciado del intestino de los peces con el fin de reducir
los residuos y el consumo de oxigeno durante el transporte (Lines y Spence, 2012). Sin
embargo, ahora se reconoce cada vez mas que un ayuno previo al sacrificio también
mejora la calidad de la carne debido a la disminucion de malos sabores (Einen y
Thomassen, 1998; Palmeri et al., 2009), el aumento de la firmeza (Séez et al., 2013) y
la frescura durante la conservacion en frio (Ginés et al., 2002). El ayuno moderado nos
asegura un vaciado del contenido digestivo del pez y una reduccion de su actividad
metabolica (Robb, 2008), sin embargo, si este es demasiado prolongado puede tener
consecuencias muy negativas para el metabolismo del pez, aumentando la utilizacion de
carbohidratos, lipidos y proteinas de diferentes 6rganos y aumentando la movilizacién
de reservas (Pottinger et al., 2003; Barcellos et al., 2010). Por ello es fundamental
diferenciar entre un ayuno a corto plazo o fisiologico, como puede ser la fase inicial de
la privacion de alimento durante la cual el animal moviliza las reservas disponibles y

que tiene una duracion media de menos de 7-10 dias (Soengas et al., 1996), de un ayuno
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a largo plazo o inanicion, como es el caso de un ayuno cronico que produce perdida de
peso y un aumento pronunciado del catabolismo proteico y lipidico. El estado
metabdlico del pez durante estas fases es diferente y, por tanto, el control a nivel

endocrino de ambas fases difiere (Farbridge y Leatherland, 1992).

Como se ha explicado en los parrafos anteriores, el ayuno pre-sacrificio es una
practica que se hace de rutina en los sistemas de produccién acuicola y genera una
respuesta de estrés que podemos intentar disminuir mediante dos vias, la modificacion
de los grados dia de duracion de este ayuno o mediante técnicas de manejo que

acostumbren o adapten a los peces a periodos sin alimento.
2.3.1.1. Grados dia de ayuno

El efecto del ayuno a corto plazo en peces que han sido alimentados de forma
regular es poco conocido. Si este ayuno es prolongado puede provocar una disminucion
del peso vivo (Sumpter et al., 1991) pero no esta clara la duracion del ayuno a que
podemos someter a las truchas arcoiris sin que produzca un efecto negativo en ellas. En
la préactica comercial se utiliza un gran rango de periodos de ayuno pre-sacrificio,
normalmente mayores a los necesarios para asegurar un vaciado del aparato digestivo.
Algunas organizaciones, asociaciones e investigadores han propuesto unas reglas
generales respecto a la duracion 6ptima del ayuno previo al sacrificio. De acuerdo con
el Farm Animal Welfare Council (FAWC, 1996), la trucha no deberia someterse a
ayuno hasta las 48 horas previas a su sacrificio por temas de higiene alimentaria y
bienestar animal. Sin embargo, la Humane Slaughter Association (HSA, 2005) sugiere
que un ayuno de 72 horas es adecuado para completar el vaciado del aparato digestivo y
minimizar los efectos adversos en el bienestar animal de los peces. La asociacion
Compassion in World Farming (CIWF, 2009), de acuerdo con la HSA, indica que
periodos de ayuno mayores a 72 horas deberian evitarse en especies como el salmon y
la trucha arcoiris, lo que concuerda con Robb (2008), que considera que no hay pruebas
de que existan beneficios adicionales con un ayuno mayor de 72 horas, y con
Lymbery (2002), que determind que periodos de ayuno previos al sacrificio mayores de
48-72 horas son excesivos y probablemente perjudiciales para el bienestar animal. Sin
embargo, Lines y Spence (2012) concluyeron que un ayuno de 1-5 dias previo al
sacrificio es poco probable que cause problemas significativos en el bienestar animal e

incluso puede tener efectos beneficiosos en la calidad de la carne, aunque por lo general
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tiene efectos marginales (Lopez-Luna et al., 2014). Wall (2001) no recomienda un
tiempo exacto de ayuno pero subraya que debe ser lo suficientemente largo para
conseguir un vaciado total del aparato digestivo. Otros autores han planteado que se
requiere un ayuno a largo plazo, de mas de 2 semanas, para eliminar malos sabores en
los peces criados intensivamente (Einen y Thomassen, 1998; Palmeri et al., 2009), sin
embargo esto plantea el riesgo de pérdida de peso y disminucion incontrolada en el
contenido de lipidos, aunque por el contrario Nikki et al. (2004) no encontraron

pérdidas de peso significativas en un ayuno de 14 dias en trucha arcoiris.

Debido a que los peces son animales ectotéermicos, los periodos de ayuno
podrian afectarles de una forma menos pronunciada que a los animales endotérmicos
(FSBI, 2002), y el entorno que les rodea influye en su fisiologia en mayor medida. La
tasa metabdlica de los peces y otros animales ectotérmicos esta ampliamente
determinada por la temperatura ambiental de su entorno (Hazel y Prosser, 1974) y
aumenta linealmente durante un rango medio de temperaturas de 17-27 °C
(Sharpe y DeMichele, 1977).

En este sentido se debe tener en cuenta la temperatura del agua cuando hablamos
de la duracion de un ayuno en acuicultura y para ello es recomendado expresar esta
duracion en grados dia acumulados mediante la suma de las temperaturas medias de los
dias que conste dicho ayuno. Aunque los grados dia han sido utilizados durante décadas
para describir el crecimiento y el desarrollo en las plantas (Bonhomme, 2000) e insectos
(Thorup, 1963), este enfogque es menos comun en la investigacion acuicola, utilizandose
solamente en el 5 % de todos los estudios relacionados con temperatura y crecimiento
entre 1980 y 2006 (Neuheimer y Taggart, 2007). Los grados dia fueron aplicados al
crecimiento por primera vez por Le Cren (1958) pero no fue hasta finales de la década
de 1970 que empez6 a ser popular su uso en los peces (Chezik et al., 2013). La
European Food Safety Authority (EFSA, 2008) indica que no es posible especificar una
duracion méxima exacta del ayuno, ya que su impacto en el bienestar animal depende
del tamafio de los peces, sus reservas lipidicas, fase del ciclo vital en que se encuentren
y de la temperatura del agua. Sin embargo, la EFSA (2009) puntualiza que un ayuno
prolongado de méas de 50 °C d provoca la utilizacion de las reservas grasas de los peces
y posteriormente del tejido funcional, produciendo un dafio en el bienestar de los
mismos. En la Tabla 2.1 se presenta el rango de dias de ayuno y su equivalente en

grados dia (calculados aproximadamente con la temperatura media) empleado en
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diversos estudios. Podemos observar que dependiendo de la especie del pez, su

metabolismo es muy diferente, por lo que son capaces de someterse a rangos muy

diversos de grados dia de ayuno.

Tabla 2.1. Comparativa de dias y grados dia de ayuno (calculados aproximadamente con la

temperatura media de cada estudio) en diferentes especies de peces

Especie Dias de ayuno Grados dia Referencia
Anguila A0 RO . . .
(Anguilla 20; 40; 60; 500; 1000; 1500; Rodriguez et al., 2009
- 80 2000
anguilla)
3 24 Olsen et al., 2008
21 195,3 Kjer et al., 2009
Bacalao 28; 42; 358,4; 537,6;
(Gadus morhua) 56: 77 716,8; 985.6 Hagen y Solberg, 2010
e s ages . Hanssenetal, 2012
Denton comun 35 892,5 Pérez-Jiménez et al., 2012
(Dentex dentex)
1;4;8 20,5; 82; 164 Ginés et al., 2002
Dorada 1;2;3 21,1;42,2; 63,3 Alvarez et al., 2008
(Sparus aurata) "o B X o
30 657 Bavcevic et al., 2010
Esturion
(Acipenser 2:10; 40; 72 28; 140; 560; 1008 Furné et al., 2009
naccarii)
Fletan
(Hippoglossus 35 322 Foss et al., 2009
hipoglossus)
Lubina 11; 20; 31 220; 400; 620 Caruso et al., 2011
(D'Cle”"amhus 66; 97 1376,1; 2022,4 Chatzifotis et al., 2011
abrax)
Pez gato 14; 30; 45 364; 780; 1170 Peterson y Small, 2004
(Ictalurus 21 546 Small, 2005
punctatus)
Salmoén 3 30 Olsen et al., 2002
(SZItrlr?c?ga?I(;r) 35 374,5 Markare et al., 2008
Lenguado
comun 21 367,5 Costas et al., 2011
(Solea solea)
Tilapia 7, 14; 28 203,7; 407,4; 814,8 Wang et al., 2009
(Orgochromls 1 26 Villarroel et al., 2011
niloticus)
T(g‘;frt‘]g fﬁﬁ;’)” 60 630 Regost et al., 2001
Trucha arcoiris 21 210 Blom et al., 2000
(Oncorhynchus 3 30 ] Olsen et al., 2005
mykiss) 1:2;3 19,5; 38,8; 58 Lopez_-Luna etal., 2014
2;9 24,3; 102 Bermejo-Poza et al., 2015
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2.3.1.2. Frecuencia de alimentacion

El crecimiento de los peces se encuentra influido por una serie de factores,
incluyendo el tipo de alimento, la frecuencia de alimentacion, el consumo de alimento y
la habilidad para absorber nutrientes (Xie et al., 2011). Entre estos factores, la
frecuencia de alimentacion tiene una gran importancia, ya que la supervivencia y el
crecimiento de los peces estan estrechamente regulados por los ritmos de alimentacion a
los que se encuentran sometidos (Villarroel et al., 2011). Una optimizacion de la
frecuencia de alimentacion no solo mejora la eficiencia productiva mejorando el
crecimiento de los peces (Biswas et al., 2006), sino que también minimiza el
desperdicio de alimento mejorando la calidad del agua (Villarroel et al., 2011) y reduce
la heterogeneidad de pesos (Biswas et al., 2006). Debido a que la frecuencia de
alimentacion afecta a la respuesta de estrés de los peces, se debe tener una precaucion
especial a la hora de disefiar un régimen de alimentacion en acuicultura, ya que una
respuesta de estrés exacerbada conlleva una calidad de carne indeseable y una baja

eficiencia productiva (Salas-Leiton et al., 2010)

Se han llevado a cabo un gran nimero de investigaciones sobre el efecto de la
frecuencia de alimentacion en la respuesta de estres en los peces (Villarroel et al., 2011;
Carion Jones et al., 2012; Li et al., 2014), pero es menos conocido el posible efecto de
la alimentacion intermitente o de pequefios periodos de ayuno en el Gltimo mes de
engorde sobre la respuesta de estrés generada por el ayuno pre-sacrificio. La frecuencia
de alimentacién podria ser uno de los mayores factores estresantes para los peces en las
explotaciones acuicolas, ya que estos se enfrentan a dietas artificiales y estrategias
alimentarias que son bastante diferentes a las que siguen en su ambiente natural (Salas-
Leiton et al., 2010). De acuerdo a Armstrong y Schindler (2011), en la naturaleza, la
mayoria de los peces carnivoros como la trucha arcoiris se alimentan una vez cada dos
dias debido a la disponibilidad de alimento. Esto nos sugiere que un ritmo de
alimentacion en dias alternos podria ser aceptable fisiol6gicamente en el cultivo de
trucha arcoiris, como es el caso del sistema de alimentacioén “skip a day”, utilizado de
forma habitual en el engorde de pollos (Oyedeji y Atteh, 2005) y testado en otras
especies de peces como la tilapia (Villarroel et al., 2011). Los peces pueden adaptar su
anatomia y fisiologia a una alimentacién intermitente, permitiéndoles ingerir una mayor

cantidad de alimento cuando este se encuentra disponible (Mattila et al., 2009).
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Ademas, durante la época reproductiva, las truchas pueden ayunar durante semanas, lo
que sugiere que la respuesta de estrés a diferentes periodos de ayuno podria depender de
la experiencia previa del pez y del estado fisioldgico del mismo.

2.3.2. Despesque

Hoy en dia, los productores acuicolas buscan técnicas de manejo que les permita
mejorar las tasas de crecimiento de los peces y la eficiencia de produccién. Sin
embargo, pasa desapercibida la importancia de la captura o despesque como fase final
del ciclo productivo. De forma ideal, el despesque de los peces deberia ser un proceso
en el cual estos son tratados con el maximo cuidado posible para minimizar la respuesta
de estrés pre-sacrificio, ya que si esta respuesta es demasiado alta puede afectar a la
bioquimica post-mortem del musculo y a sus caracteristicas relacionadas con la calidad
de la carne, afectando finalmente a la calidad del producto final (Thomas et al., 1999;
Robb y Kestin, 2002; Poli et al., 2003; Poli et al., 2005; Stien et al., 2005)

Las condiciones de cultivo suponen el alojamiento de los peces en tanques,
canales o jaulas, alterando el comportamiento natural de nadar. Este cambio de
comportamiento frente al aumento de actividad fisica es evidente en las especies de
salménidos como el salmén atlantico o la trucha arcoiris, que estdn acostumbradas a
flujos de agua mayores en la naturaleza, por lo que ajustan su metabolismo a esta
situacion productiva (Palstra y Planas, 2011). Desde un punto de vista fisiologico, al
contrario que los mamiferos que responden al aumento de actividad fisica
incrementando el uso de glucosa y &cidos grasos libres, los peces utilizan las grasas que
son proporcionadas al musculo en contraccion en forma de lipoproteinas que son
degradadas por lipasas para la obtencion de energia como combustible para ese aumento
de la actividad fisica (Weber, 2010).

Durante algunas practicas de manejo en las piscifactorias como el despesque de
los peces, estos son sometidos a un incremento de la actividad fisica debido a los
métodos de captura. La respuesta de estrés producida por el despesque produce una
serie de cambios fisiologicos en los peces entre los que se incluyen una disminucion de
las reservas energéticas, acumulo de lactato, desequilibrios &cido/base y alteraciones de
la osmorregulacién (Cooke y Suski, 2005). Ademas, la duracion de esta actividad fisica

experimentada por el pez se correlaciona de forma positiva con la magnitud del
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desequilibrio  fisiolégico y el tiempo requerido para Su recuperacion
(Schreer et al., 2001; Suski et al., 2004; Cooke y Suski, 2005). Merkin et al. (2010)
observd que un despesque previo al sacrificio conlleva un aumento de la actividad fisica
del pez que le genera una respuesta de estrés aumentando los niveles de cortisol y
hematocrito. Sin embargo, el aumento de actividad fisica puede también disminuir la
respuesta de estrés, como se puede observar en algunos casos con peces ejercitados con
menores niveles de cortisol que los no ejercitados, reduciendo los niveles de agresion
entre individuos o mediante una estimulacion de la neurogenesis que conlleva una
mejora de la capacidad de aprendizaje espacial (Huntingford, 2010; Palstra y Planas,
2011).

Como se ha mencionado anteriormente, el despesque produce una respuesta de
estrés en los peces pero es también importante considerar el efecto de un ayuno previo
al despesque en la respuesta de estrés generada por este Gltimo. En algunos estudios se
ha observado que salmones atlanticos y truchas arcoiris ayunadas y sometidas después a
un aumento de la actividad fisica muestran una respuesta de estrés mayor que aquellos
peces no ayunados, en concreto con unas mayores concentraciones plasmaticas de
cortisol y lactato (Olsen et al., 2002; Olsen et al., 2005).

2.4. Bienestar animal y su valoracién

2.4.1. Bienestar animal

El estudio de los animales y de la sociedad humana normalmente es considerado parte
de dos ambitos muy distintos con poco o ningun contacto entre ellos. Sin embargo,
desde la domesticacion, los animales de granja han sido integrados como parte de la
sociedad humana y aunque la proporcién de la poblacion dedicada a la produccion
animal esta disminuyendo en el mundo occidental, la vida de los animales de granja y
de la poblacién humana sigue entrelazada en muchos sentidos (Lund et al., 2006). La
preocupacion por el bienestar animal de los animales de granja esta basada en la
creencia de que los animales son capaces de sufrir y actualmente es un tema de gran
importancia para la poblacion Europea, quienes demandan que los animales sean
criados, transportados y sacrificados de la forma que menos sufrimiento les ocasione
(Velarde y Dalmau, 2012).
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La calidad de vida de los animales de granja va a depender del cuidado humano,
por lo que esto se ha convertido en un tema de creciente interés en la sociedad cobrando
gran importancia el concepto de bienestar animal. Este concepto no es sencillo, ya que
es dificil de cuantificar directamente y tiene implicaciones éticas y morales que pueden
variar de una persona a otra. Para asegurar un enfoque objetivo, distintas asociaciones
gubernamentales y no gubernamentales han elaborado una serie de directrices para
distintas especies animales. Por ejemplo, la asociaciéon Farm Animal Welfare Council
(FAWC) basa sus recomendaciones en el marco de las “Cinco libertades”, que definen
un estado ideal de bienestar animal en vez de niveles especificos del mismo
(FAWC, 2009):

e Libres de hambre y sed, teniendo acceso a agua fresca y una dieta que les
aporte una salud y energia plenas.

e Libres de incomodidad, proporcionando un entorno adecuado incluyendo
cobijo y una zona comoda de descanso.

e Libres de dolor, lesiones y enfermedades, mediante la prevencion o el
diagndstico rapido y el tratamiento.

e Libres para expresar un comportamiento normal, proporcionando espacio
suficiente, instalaciones adecuadas y la compafiia de animales de la propia
especie del animal.

e Libres de miedo y angustia, asegurando las condiciones y trato que eviten el

sufrimiento fisico y mental.

Estas libertades han tenido una gran influencia y han servido de base para la
legislacion y regulacion del bienestar animal en la cria de mamiferos y aves y, cada vez
mas, en peces. Por tanto, proporcionan un marco logico con el cual evaluar el grado o el

nivel de bienestar animal (Ashley, 2007).

El bienestar animal en peces se ha empezado a estudiar mas tarde que en el resto
de las especies debido a que existe un debate de si estos animales son capaces de sentir
dolor. Hace poco tiempo, los peces no estaban incluidos en el concepto de animales
sensibles pero ahora esta situacion esta cambiando porque se ha demostrado que los
peces son capaces de sentir dolor y sufrir. Sneddon et al. (2003) demostrd, en truchas
arcoiris, la presencia de nociceptores en la cara y el hocico (Figura 2.8). Estos

receptores sensoriales responden ante estimulos potencialmente dafiinos enviando
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sefiales nerviosas a la médula espinal y al cerebro. Estudios posteriores han demostrado
que los peces sienten dolor tanto reflejo como cognitivo (Sneddon, 2003). Ademas,
estos hallazgos han sido confirmados posteriormente en otras especies como la carpa
dorada (Carassius auratus), observando que estos peces pueden sentir dolor y que
cuando se les suministra morfina desciende la ansiedad, el miedo y el estado de alerta
(Nordgreen et al., 2009). Los estudios mencionados anteriormente indican que es
necesaria la investigacion en el bienestar animal de los peces debido a que son animales
capaces de sentir dolor. Rose (2002) argumenta que, como los peces tienen un cerebro
distinto al nuestro carente de neocdrtex, posiblemente no son conscientes de la misma
forma que nosotros y aungue reaccionen ante el dolor de una forma similar a la humana,

estas reacciones tendrian otras causas en los peces.

Figura 2.8. Distribucion de receptores del dolor en la trucha arcoiris. Triangulos:
polimodales; diamantes: mecanoreceptores; hexagonos: quimio-mecanicos (Sneddon et al.,
2003)

Debido en parte a la rapida expansion de la acuicultura a nivel mundial, el
interés por el bienestar animal en los peces esta aumentando cada vez mas, ya que es un
punto importante para la industria, no sélo por la percepcién del consumidor, el
marketing o la aceptacion del producto, sino también a menudo por lo que respecta a la
eficiencia productiva, la calidad y la cantidad del producto (FSBI, 2002). Sin embargo,
en algunos puntos, existen conflictos entre el bienestar y la produccion animal, ya que
hay practicas asociadas a una disminucion del bienestar animal a nivel del pez
individual como el transporte, el despesque o el sacrificio. Tales practicas han sido
temas de discusion en los ultimos afios (Lymbery, 2002; Hastein, 2004). A nivel
europeo, la Directiva 98/58/CE propone unas medidas estandar para asegurar la

proteccidn de los animales destinados a la produccidn, aunque no hace ninguna mencion
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especifica al caso de los peces. En 2005, el Consejo Europeo adoptdé una serie de
medidas relacionadas con el bienestar animal en los peces en las explotaciones acuicolas
donde el ayuno previo a cualquier practica de manejo o antes del sacrificio es
recomendado para reducir el metabolismo y la excrecion de residuos por parte de estos
animales (Consejo Europeo, 2005). En 2008, la OIE elabor6 el llamado “Codigo
Sanitario para los Animales Acudticos”, con una actualizacion del mismo en el afio
2015 (OIE, 2015), en el cual centrd un capitulo en el bienestar de los peces de cultivo
tratando temas como el bienestar durante el transporte o aspectos relativos al
aturdimiento o sacrificio de los peces. Ademas, en los ultimos afios, algunas
organizaciones como FAWC o HSA han publicado distintas recomendaciones sobre el
bienestar animal en los peces (FAWC, 1996; HSA, 2005).

2.4.2. Medida del bienestar animal

2.4.2.1. Parametros biométricos

Peso vivo

Los periodos de ayuno van a producir generalmente una reduccion del peso vivo
debido a la falta de alimento, ya que los peces movilizan sus reservas para el
mantenimiento de las funciones vitales (Sumpter et al., 1991). Sin embargo, el tiempo
de ayuno en el que el peso empieza a disminuir no esta claro, ya que se ha observado
gue ayunos a corto plazo no producen una disminucién del peso vivo en trucha arcoiris,
ajustando los peces su metabolismo en respuesta a la disponibilidad de alimento
(Lines y Spence, 2012). Otros autores han observado que son necesarios varios dias o
incluso semanas de ayuno para que el peso vivo empiece a disminuir
(Pottinger et al., 2003: 29 dias, 174 °C d), al igual que en otras especies como el pez
gato, con un ayuno de 14 dias (364 °C d) (Peterson y Small, 2004) o en la lubina, a
partir de un ayuno de 31 dias (620 °C d) (Caruso et al., 2011). También hay algunas
excepciones en la literatura, como es el caso de Figueiredo-Garutti et al. (2002), quienes
encontraron una disminucion significativa en el peso con tan solo 24 horas de ayuno en
yatoranas (Brycon cephalus). Sin embargo, otros estudios no han encontrado diferencias
entre peces sometidos a ayuno respecto a otros no ayunados, como es el caso de
McMillan y Houlihan (1992) y Nikki et al. (2004), con un ayuno de 6 (90 °C d) y 14

dias (210 °C d), respectivamente, en trucha arcoiris. También cabe destacar que los
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peces tienen la habilidad de crecer muy réapido tras un periodo de restriccion del
alimento y ha sido descrito por varios autores que peces ayunados y después
realimentados alcanzan pesos similares a aquellos alimentados de forma continua (Xie
et al., 2001; Zhu et al., 2001; Tian y Qin, 2003).

Coeficiente de condicién corporal

El coeficiente de condicion corporal es un indicador del nivel o estado
nutricional del pez y es un indice ampliamente utilizado en acuicultura
(Bavcevic et al., 2010; Chatzifotis et al., 2011), ya que es mas preciso que el peso vivo
al incluir la longitud, dando una idea del volumen del pez. En trucha arcoiris se ha
observado un descenso de este coeficiente a los 3 dias de ayuno-31,5 °C d
(Pottinger et al., 2003) y a los 7 dias-98 °C d (Sumpter et al., 1991), mientras que en
otras especies este descenso se produce con periodos de ayuno mas prolongados como
14 dias-364 °C d en el caso del pez gato (Peterson y Small, 2004).

Peso del aparato digestivo

El vaciado del aparato digestivo es muy importante, ya que determina el periodo
de tiempo necesario que el pez debe de someterse a un ayuno previo a ciertas practicas
de manejo como el transporte o el sacrificio (Wall, 2001; CIWF, 2009). La duracion del
periodo de ayuno necesario para que se produzca el vaciado del sistema digestivo
depende de dos factores principalmente; la especie y la temperatura del agua, que a su
vez tienen un efecto sobre la actividad metabolica de los peces, pero como norma
general se puede esperar que este intervalo se sitle entre 1 a 5 dias desde la dltima
ingesta de alimento (Lines y Spence, 2012). McMillan y Houlihan (1992) demostraron
que el tracto digestivo en trucha arcoiris después de 2 dias de ayuno solo contiene
pequefias trazas de restos de la digestion y podria considerarse vacio. En otras especies
de salménidos como el salmén atlantico, Robb (2008) afirm6 que no existia beneficio
alguno a partir de las 72 horas de ayuno, ya que con ese periodo de ayuno se consigue
un vaciado completo del aparato digestivo, por lo que no son necesarios periodos
mayores de ayuno. Sin embargo, estas recomendaciones deberian ser revisadas, ya que
un gran numero de factores, incluyendo la temperatura del agua y el tamafio del pez,
pueden jugar un papel muy importante en el vaciado del tubo digestivo
(Usher et al., 1991; Koed et al., 2001).
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Indice hepatosomatico

El indice hepatosomético (HSI) se define como el cociente o la relacion entre el
peso del higado con respecto al peso vivo del pez. Durante los periodos de ayuno las
necesidades energéticas se alcanzan principalmente por la movilizacion de las reservas
del higado mientras que las grasas periviscerales y el resto de reservas lipidicas del
organismo se preservan (Peres et al., 2014). Por ello podemos considerar que el HSI es
un buen indicador de las reservas energéticas de las que dispone el pez, ya que el higado
es un organo regulador muy importante de la utilizacion de nutrientes tanto en
mamiferos como en peces teledsteos (Christiansen y Klungsoyr, 1987). El peso del
higado normalmente disminuye con la falta de alimento en los peces
(Blasco et al., 1992; McMillan y Houlihan, 1992; Barcellos et al., 2010;
Costas et al., 2011) pero el tiempo que tarda en producirse esta disminucion puede
variar segun las especies y las condiciones experimentales. En cualquier caso, el periodo
minimo para este descenso de peso del higado parece ser de 2 dias (Farbridge y
Leatherland, 1992) y es una consecuencia directa de la utilizacion de los nutrientes
almacenados en este dérgano (Davis y Gaylord, 2011), principalmente glucdgeno
(Soengas et al., 1996), pero también se ha observado que disminuye la concentracion de
otros metabolitos como lipidos o proteinas (Blasco et al., 1992;
McMuillan y Houlihan, 1992).

2.4.2.2. Parametros hematoldgicos

Los parametros hematoldgicos han sido ampliamente utilizados como
indicadores de estrés en las distintas especies animales (Reddy y Leatherland, 1988;
Erikson et al., 1999). Existe una gran controversia acerca de la eleccion de indicadores
del bienestar que se puedan basar en parametros de comportamiento o fisioldgicos.
Entre estos ultimos, la existencia de altos niveles de cortisol, glucosa y lactato
plasmaticos son utilizados con frecuencia como indicadores de respuesta de estres
(Mommsen et al., 1999; Sanchez et al., 2009). De hecho, las concentraciones
plasmaticas de glucosa y lactato se encuentran relacionadas con las de cortisol, ya que
esta hormona tiene un papel importante en el metabolismo de los carbohidratos,
aumentando los valores plasmaticos de ambos compuestos, junto con un incremento del
catabolismo de los lipidos aumentando la concentracion de triglicéridos en sangre
(Ellis et al., 2012) (Figura 2.9).
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Cortisol

El cortisol es el principal corticosteroide de los peces teledsteos y sus
concentraciones se incrementan significativamente cuando el animal se ve sometido a
situaciones de estres (Barton e lwama, 1991). El cambio en los niveles plasmaticos de
cortisol es el indicador mas utilizado para valorar la activacion de la respuesta
neuroendocrina al estrés (Pottinger y Carrick, 1999). Estos niveles de cortisol en sangre
pueden elevarse a més de 100 ng/ml ante una situacion de estrés cronico, para retornar a
valores proximos a los normales de 10-20 ng/ml después de periodos variables, aunque
la causa de la elevacion persista (Pickering y Christie, 1981). Generalmente, antes de 6-
8 horas, todos los peces vuelven a niveles basales de cortisol después de una situacion
de estrés (lwama et al., 2006) y, en el caso de la trucha arcoiris, a las 48 horas
(Olsen et al., 2005). Los valores normales en plasma en esta especie son generalmente
de 0,4-7,5 ng/ml y después de 5 minutos de accion estresante se elevan alcanzando

el maximo de 70-150 ng/ml a los 45 minutos (Pottinger y Moran, 1993).

Estimulo estresante

Catabolismo lipidico

CORTISOL

Triglicéridos Lactato

—
+
—

(+) (*+)

Gluconeogénesis

Glucogendlisis

Glucosa

Figura 2.9. Efecto del cortisol sobre el incremento de triglicéridos, lactato y glucosa en sangre.

Debe destacarse que a pesar de ser un parametro para evaluar la intensidad de la

respuesta de estrés, se considera que valores bajos de cortisol plasmatico no implican
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una ausencia de respuesta de estrés (Hontela et al., 1992). Como indicador de respuesta

de estrés tiene las siguientes ventajas (Ellis et al., 2012):

Sus niveles plasmaticos muestran una respuesta unidireccional, normalmente
incrementada ante un estimulo estresante, que es de facil interpretacion.

La produccion de cortisol en los peces responde a un amplio nimero de
situaciones que son estresantes para ellos como el despesque, transporte,
hacinamiento, periodos de ayuno, calidad de agua pobre, temperatura,...

La sefial que provoca es bastante fuerte tanto para situaciones de estrés agudo
(comienzo repentino, duracién corta y severidad alta induciendo una respuesta
rapida) como crénico (comienzo lento, duracion larga y severidad baja
induciendo una respuesta lenta).

Su concentracion en plasma responde rapidamente al inicio del estimulo
estresante (durante minutos) y a su cese (durante horas o dias) y por tanto no
requiere de largos periodos de observacion.

Juega un papel regulador en muchos procesos fisiolégicos y unos niveles
elevados de esta hormona en plasma afectan a funciones fisioldgicas dando lugar
a efectos negativos en pardmetros importantes en acuicultura como el

crecimiento, la resistencia a enfermedades o la funcion reproductiva.

En la Figura 2.10 se muestran los principales efectos metabdlicos producidos por

el cortisol. Esta hormona produce la activacion del proceso de glucogenolisis en el

higado de los peces disminuyendo la concentracion de glucégeno y aumentando la de

glucosa plasmatica, ademas de incrementar la produccion en los hepatocitos de piruvato

y con ello la de lactato que se liberara al plasma aumentando sus niveles. En cuanto al

metabolismo proteico, produce un incremento de la protedlisis en el musculo

aumentando la concentracion de aminoacidos en plasma, que van a dirigirse al higado

para seguir tres posibles vias:

1. Transformacion en amoniaco y liberacion del mismo al plasma mediante la

accion de las enzimas glutamato deshidrogenasa y glutamina sintetasa.

2. Formacion de piruvato por la accién de las transaminasas e incorporacion

posterior al ciclo de Krebs.

3. Aumento de la sintesis proteica dentro del hepatocito.
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Figura 2.10. Efectos metabolicos del cortisol en los peces. Las flechas indican vias o procesos
que estan regulados o sobre los que actla potencialmente el cortisol. Las lineas con guiones
indican el flujo o transporte de metabolitos (Adaptado de Mommsen et al., 1999). Abreviaturas:
FFA, &cidos grasos libres; HOAD, 3-hidroxiacil-coenzima A deshidrogenasa; GDH, glutamato
deshidrogenasa; GK, glicerol quinasa; GNS, glutamina sintetasa; GP, glucégeno fosforilasa;

GS, glucdgeno sintetasa; G6P, glucosa 6-fosfatasa; G6PDH,

glucosa 6-fosfato deshidrogenasa;

PEP, fosfoenolpiruvato; PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.

42



Revision Bibliografica

En relacion con el metabolismo lipidico, aumenta la lipolisis a nivel de tejido
adiposo, musculo rojo e higado, lo que genera un incremento de los &cidos grasos libres
en plasma. Ademas de en musculo e higado, también ejerce su accion en intestino,
aumentando la liberacion de glucosa y prolina al plasma, y en las agallas, con un
incremento de la actividad de las células de cloruro, ATPasas y del transporte de calcio
(Mommsen et al., 1999).

Glucosa

Como se ha descrito en el anterior apartado, una de las respuestas endocrinas al
estrés es un aumento de la glucosa plasmatica, que es el carbohidrato de mayor
importancia en la obtencién de energia para los peces, por lo que uno de los pardmetros
mas utilizados en estudios de respuesta de estrés es la variacion del nivel de glucosa

plasmatica.

La hiperglucemia observada durante la respuesta de estrés es el resultado de la
glucogenolisis y gluconeogénesis, estando implicadas en este fendmeno tanto las
catecolaminas como el cortisol, estimulando la gluconeogénesis en el higado e
incrementando la sintesis de enzimas involucradas en la conversion de aminocidos,
glicerol y lactato, en glucosa (Figura 2.10). Bonga (1997) propone que la glucosa
plasmatica es mediada a corto plazo por las catecolaminas y a largo plazo por el
cortisol, lo que concuerda con Pottinger y Carrick (1999), quienes postulan la activacion
de los ejes simpatico-cromafin e HPI. El cortisol interviene a su vez estimulando la
glucogenolisis en el higado, escindiendo el glucégeno en moléculas de glucosa, que
pasan al torrente sanguineo donde entran en las células por la accion de la insulina
(Nelson y Cox, 2005).

De este modo, la glucosa plasmatica es un parametro alternativo para evaluar la
magnitud de la respuesta de estrés, teniendo la ventaja de que es de facil determinacion
y que su franja de elevacion es més estrecha que la del cortisol. Las concentraciones en
sangre de cortisol y glucosa son modificadas con velocidades diferentes, observandose
que la concentracién de glucosa aumenta de forma mas lenta y permanece elevada
durante periodos de tiempo mas largos que la concentracién sanguinea de cortisol.
(Mommsen et al., 1999).
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El principal inconveniente de este parametro se encuentra en su intima relacién
con el estado nutricional y con la dieta, los cuales pueden alterar con gran facilidad las
cantidades de glucosa en sangre (Simontacchi et al., 2008). Por ello, los resultados de
glucosa como indicador de respuesta de estrés pueden enmascararse, ya que depende de
las reservas de glucdgeno existentes (Vijayan y Moon, 1992). Sin embargo, el ayuno es
un factor que interviene en la reduccion de la concentracién de glucosa en sangre, ya
que disminuye las reservas de glucégeno en la mayor parte de especies de peces dando
lugar a wuna hipoglucemia que se inicia entre 1-2 dias de ayuno
(Pérez-Jiménez et al., 2007). Sin embargo, son necesarios hasta 7 dias de ayuno para
producir un descenso significativo en los niveles de glucosa plasmaticos en la mayoria
de las especies (Holloway et al., 1994), aunque otros autores no observaron cambios
tras un ayuno prolongado de 14 dias (Barcellos et al., 2010), probablemente debido a
que los niveles elevados de cortisol juegan un papel importante en la movilizacion de
reservas energéticas, estimulando los procesos de glucogenolisis y gluconeogénesis.
Concretamente, en la trucha arcoiris bastan periodos entre 3-4 dias segln
Pottinger et al. (2003) y de hasta 5 dias segun Furné et al. (2012) para encontrar

reducciones de la concentracion de glucosa en sangre.
Lactato

Junto con el cortisol y la glucosa, también se utiliza el lactato como indicador de
respuesta de estrés (Ribas et al., 2007; Acerete et al., 2009), ya que es liberado al
plasma como consecuencia de la mayor movilizacion de energia. Ademas, el
incremento de la actividad muscular en los peces, producido por précticas de manejo
como el despesque, inicia la glucolisis terminando con la formacion de lactato
(Erikson et al., 1999).

El lactato es un producto de la degradacion del piruvato, obtenido a su vez del
proceso de glucolisis por escision de la glucosa. Dicha degradacion se realiza en las
células musculares durante situaciones de maximo esfuerzo por via anaerdbica
(Grutter y Pankhurst, 2000). Por lo tanto, incrementos en los niveles de lactato en
sangre se producen en situaciones de estrés con una alta actividad muscular, como
podria ser la actividad muscular producida durante la lucha y huida en la captura o

despesque (Gatica et al., 2010). En el caso del ayuno los niveles de lactato pueden
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disminuir ligeramente, ya que este ién se emplea como precursor de la glucosa en el
higado (Liew et al., 2012) (Figura 2.10).

Triglicéridos

La concentracion plasmatica de triglicéridos también puede ser utilizada como
indicador de respuesta de estrés (Bennet et al., 2007), ya que esta respuesta incrementa
el metabolismo dando como resultado una disminucion de las reservas energéticas, que
en los peces son los triglicéridos y el glucogeno (Elridge et al., 2015). Los triglicéridos
son una fuente importante de energia que los peces van a utilizar en respuesta a un
estimulo estresante tal como la aclimatacién a distintas densidades de cultivo o periodos
de ayuno (Laiz-Carrién et al., 2012; Millan-Cubillo et al., 2016).

Los periodos de ayuno pueden producir una falta de disponibilidad de lipidos de
la dieta en los peces, lo que provoca una caida de los niveles plasmaticos de triglicéridos
(Rossi et al., 2015). Durante el ayuno, se produce una disminucién de la actividad de las
enzimas lipogénicas (Shearer et al., 2012) con el objetivo de preservar los niveles de
glucosa en plasma (Pérez-Jiménez et al., 2007). Tanto la falta de alimento como la
inhibicidn de la sintesis de acidos grasos pueden ser responsables de la reduccion de los
triglicéridos en plasma durante los periodos de ayuno en peces (Costas et al., 2011;
Mancera et al., 2008; Menezes et al., 2015; Peres et al., 2014; Pérez-Jimenez et al.,
2007,2012).

Es conocido que los triglicéridos son la mayor reserva disponible de lipidos
durante las fases tempranas del ayuno (Navarro y Gutiérrez, 1995). De forma similar,
varios estudios han observado niveles estables de triglicéridos en plasma durante
periodos de realimentacion tras una fase de ayuno (Pérez-Jiménez et al., 2007 en lubina;
Furné et al., 2012 en esturion y trucha arcoiris; Pérez-Jiménez et al., 2012 en denton
comun). Sin embargo, otros autores han observado que los niveles plasmaticos de
triglicéridos disminuyen en respuesta al ayuno (Costas et al., 2011; Falahatkar, 2012).
Por otro lado, muchas especies de peces dependen de los lipidos liberados desde el
musculo y el tejido adiposo para suplir sus necesidades durante el ayuno, por lo que sus
niveles se ven incrementados en plasma (Li et al., 2011a). Las concentraciones
plasmaticas de glucosa, proteinas totales, colesterol y triglicéridos oscilan dependiendo

de los mecanismos de catabolismo proteico (Andersen et al., 1991) y glucogenolisis
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(Vijayan y Moon, 1992). Por ello, los niveles de triglicéridos presentan respuestas muy
variables frente al ayuno y estos resultados contradictorios podrian deberse a las
diferencias entre especies y a su fisiologia para satisfacer las necesidades bioldgicas

durante el periodo de ayuno (Azodi et al., 2014).

Actividad enzimatica de lactato deshidrogenasa (LDH) y creatin fosfoquinasa
(CPK)

La LDH es una enzima que se encuentra principalmente en el musculo, rifién o
higado de los peces y tiene varias isoformas. Concretamente, en peces, la LDH1 cataliza
una reaccion redox en la cual el piruvato es reducido a lactato (Tseng et al., 2008). Esta
enzima, asociada con la oxidacion anaerdbica de la glucosa, es un indicador del
metabolismo energético ampliamente utilizado en estudios para determinar la
resistencia de los peces frente a un estrés térmico (Feidantsis et al., 2015). Niveles
elevados de esta enzima en plasma reflejan un dafio a nivel hepatico, renal o muscular
(Agrahari et al., 2007; Banaee et al., 2011) y este dafio puede estar relacionado en peces
con una respuesta de estrés producida por distintos tipos de estimulos estresantes como
puede ser el transporte (Dobsikova et al., 2006), la temperatura (Shi et al., 2013),
exposicion a toxinas (Li et al., 2011la) o el ayuno (Vijayan et al., 2006;
Peres et al., 2014).

La enzima CPK por su parte, juega un papel importante en la homeostasis
energética celular, siendo principalmente expresada en los tejidos muscular y cardiaco,
por lo que es un gran indicador de dafio en estos tejidos. Un estimulo estresante como el
proceso de despesque de los peces, que supone un aumento de la actividad fisica para
los mismos, es capaz de incrementar los niveles plasméaticos de esta enzima,
probablemente debido a un dafio muscular y la posterior liberacién de la CPK
citoplasmatica a la sangre (Shasavani et al., 2010; Peres et al., 2013). Sin embargo,
también se ha observado disminucion de los niveles de CPK durante periodos de ayuno
en dorada (Peres et al., 2013), posiblemente atribuido a una disminucion de la sintesis
enzimatica e indice de renovacién debido a una menor demanda metabdlica por parte de

los peces sometidos a ayuno (Evans y Watterson, 2009).
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2.4.2.3. Parametros metabodlicos

Glucogeno hepatico y muscular

El glucdgeno se encuentra principalmente en el higado y en el masculo, con una
diferencia funcional en ambos tejidos como el mantenimiento de la glucemia y como

combustible para la contraccion muscular, respectivamente (Figura 2.11).

HIGADO MUSCULO

GLUCOGENO

Glucosa

Glucosa-1P

Glucosa-6-

fosfatasa
Glucosa-6P

Mantenimiento de la

glucemia Contraccion muscular

Figura 2.11. Diferencia funcional del glucégeno hepatico y muscular.

Los carbohidratos son la fuente de energia primaria cuando los peces se
encuentran sometidos a ayuno (Navarro y Gutiérrez, 1995; Davis y Gaylord, 2011).
Aunque el ayuno produce una hipoglicemia en la mayoria de las especies de peces
(Pérez-Jiménez et al., 2012), el glucogeno, que es el carbohidrato que se almacena en el
higado, se descompone y es transportado a los tejidos extrahepaticos en forma de
glucosa para mantener unos niveles circulantes adecuados de este metabolito que les
permita afrontar los periodos de ayuno. El tiempo que estas reservas de glucégeno estan
almacenadas depende de muchas variables, incluido el peso del pez, su estado
reproductivo, la disponibilidad y tipo de alimento y la temperatura del agua
(Metcalfe y Thorpe, 1992). Normalmente, la disminucién de las reservas de glucégeno
es un proceso continuo desde el inicio del ayuno (Navarro y Gutiérrez, 1995). Sin
embargo, el tiempo que tarda en empezar a disminuir no esta claro, aunque sucede

normalmente de 5-20 dias después del cese de alimentacion (Sangiao-Alvarellos et al.,
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2005;  Barcellos et al., 2010). Sin embargo, Gaylord y Gatlin (2000) demostraron que
un ayuno de so6lo 2 dias en pez gato es capaz de afectar al tamafio del higado y a las
reservas de glucdgeno hepatico.

Respecto al glucogeno muscular, los peces frente al ayuno pueden ver
disminuidas sus reservas o mantenerlas a expensas de la liberacion a nivel hepatico de
glucosa (Navarro y Gutiérrez, 1995). Navarro et al. (1992) y Furné et al. (2012)
encontraron disminuciones significativas en trucha arcoiris y trucha comun,
respectivamente, tras un periodo de ayuno, mientras que Kieffer y Tufts (1998) y
Barcellos et al. (2010) no encontraron cambios en trucha arcoiris y jundia (Leiarius
marmoratus), respectivamente. En los peces, el despesque produce una disminucion de
las reservas de glucégeno en el musculo blanco, debido al aumento de la actividad
fisica, y la recuperacion de estas reservas puede ser un proceso lento que requiere
normalmente méas de 6 horas (Kieffer, 2000). Como se ha descrito anteriormente, el
aumento de la actividad fisica provoca también una elevacién de los niveles de cortisol
plasmatico que tienen una funcion inhibidora de la glucogenogénesis, por lo que no hay
una evidencia clara de la sintesis de glucogeno muscular hasta que los niveles de

cortisol en plasma comienzan a disminuir (Milligan, 2003).
Ratio IMP/ATP

La caida del adenosin trifosfato (ATP) en el musculo es la causa por la cual se
produce el establecimiento del rigor mortis (Greaser, 1986). Tras la muerte del pez, el
ATP es rapidamente transformado en adenosin difosfato (ADP) y después a adenosin
monofosfato (AMP) e inosina monofosfato (IMP). Este Gltimo compuesto se degrada a
inosina e hipoxantina (Figura 2.12). Por ello, el ratio IMP/ATP es considerado un
indicador fiable del grado de disminucion del ATP vy, por tanto, del estado fisioldgico
del animal previo al sacrificio, ya que se ha descrito que la ruptura de los nucleétidos de
adenosina en IMP e inosina ocurre mucho mas rapido en los animales con una respuesta
de estrés mayor que en aquellos que presentan una respuesta mas leve
(Essen-Gustavsson 1991). Los musculos de aquellos animales con una respuesta de
estrés acentuada presentan bajos niveles de ATP y altos de IMP en las fases tempranas
del periodo post-mortem (mayor ratio IMP/ATP) mientras que en aquellos con una
respuesta de estrés mas leve se observan altos niveles de ATP y bajos de IMP (menor
ratio IMP/ATP) (Essen-Gustavsson, 1991).
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En los peces, este ratio también ha sido utilizado como indicador de respuesta de
estrés previo al sacrificio (Korhonen et al., 1990). De acuerdo con estos autores, los
peces con una respuesta de estrés alta muestran un valor mayor de este ratio tanto en el
momento pre-rigor como en el del establecimiento del rigor mortis respecto a los peces
con una respuesta de estrés menor. Ademas, este indicador también ha sido utilizado
para comparar el efecto de distintos tipos de sacrificio en peces (Giuffrida et al., 2007) o
para valorar la respuesta de estrés asociada al ayuno (Lopez-Luna et al., 2014).
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Figura 2.12. Degradacion post-mortem del ATP en el masculo de los peces (Adaptado de Gill,
1992). ATP: Adenosin trifosfato; IMP: Inosina monofosfato; Ino: Inosina; Hx: Hipoxantina;
Xa: Xantina.

Color del higado y agallas

Hay poca informacién en la bibliografia sobre el color del higado como
indicador de respuesta de estrés en peces, sin embargo, como se ha descrito
anteriormente, frente a un estimulo estresante se produce una movilizacién de las
reservas almacenadas en este O&rgano, principalmente glucogeno vy lipidos
(Davis y Gaylord, 2011; Pérez-Jiménez et al., 2012), por lo que podria suceder un
cambio de color en este érgano. En pollos broilers se ha descrito un color mas oscuro y

rojizo (menor luminosidad y mayor indice de rojo) en animales sometidos a ayuno
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respecto a los alimentados de forma normal, posiblemente debido a una menor

concentracion de lipidos en el higado (Trampel et al., 2005).

El color de las agallas es un indicador de la salud del pez y un importante
parametro de cara al consumidor a la hora de evaluar la frescura del pescado
(Poli et al., 2005; Alvarez et al., 2008), siendo un color rojo brillante indicativo de un
pescado con gran frescura (Green, 2011). Por ello es interesante estudiar el efecto que
pueda tener una respuesta de estrés sobre el color de las agallas, ya que podria afectar a
su color y como consecuencia dar lugar a pescados menos atractivos para el
consumidor. Ha sido estudiada su relacion con el tiempo de almacenamiento
(Dowlati et al., 2013), viendo que una mayor duracion del periodo de conservacion
implica un cambio de color en las agallas tornandose mas amarillentas como resultado
de la reaccion entre proteinas y lipidos oxidados, pero hay poca informacion respecto al

efecto de estimulos estresantes como el ayuno o el despesque sobre su color.
2.5. Calidad de carne

La calidad de los productos procedentes de la acuicultura viene determinada
principalmente por el valor nutricional de los peces y las caracteristicas sensoriales de la
carne (Grigorakis, 2007). Estos aspectos se encuentran influidos no solo por la
composicion de la dieta o el régimen de alimentacion (Shearer, 2001), sino también por
el manejo de estos animales durante su vida productiva y las caracteristicas de su
ambiente (Pottinger, 2001). La calidad de la carne de los peces esta influida por diversos
factores tales como la especie, edad, manejo de la alimentacién, contenido en grasa,
distribucion de la grasa en el musculo y por la respuesta de estrés producida durante el
manejo pre-sacrificio (Poli, 2009; Hardy y Lee, 2010; Suérez et al., 2014). La mejora de
practicas como el despesque, que implica un aumento de la actividad fisica en los peces,
o el ayuno podria beneficiar al bienestar animal y a la calidad de la carne, lo que
implicaria una mejora de la rentabilidad de la acuicultura (Ashley, 2007).

No hay evidencias claras de que un ayuno prolongado tenga un beneficio sobre
la calidad de la carne en los peces. En el pasado, han sido utilizados largos periodos de
ayuno con la creencia de que esto mejoraba la calidad de la carne al reducir los niveles
de grasa (Wall, 2001), pero otros autores han demostrado que no hay una pérdida

significativa de grasa incluso en largos periodos de restriccion de alimento
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(Einen et al., 1998). Estudios en trucha comun han demostrado que un ayuno pre-
sacrificio prolongado puede mejorar ligeramente el color de la carne pero a expensas de
una pérdida de peso vivo y rendimiento canal, lo cual no interesa a los productores
(Regost et al., 2001). Ademas se ha observado que los consumidores prefieren la carne
de animales que no han sido ayunados previamente (Robb, 2008). Trabajos con dorada
han encontrado una mejora muy pequefia con el ayuno en la firmeza del muasculo pero
viéndose acompafada de una disminucion de la vida atil de la carne (Ginés et al., 2002;
Alvarez et al., 2008). Markare et al. (2008) concluyeron que un ayuno prolongado
mejora la habilidad del salmon para enfrentar una respuesta de estrés severa durante el
despesque, pero este problema se aborda de una forma maés facil actuando directamente
sobre la causa de esa respuesta de estrés. Sin embargo, un ayuno de corta duracion o
periodos de ayuno y realimentacién alternados pueden mejorar la calidad de la carne en
los peces (Foss et al., 2009; Bermejo-Poza et al., 2015). Junto a ello, se ha observado
que un aumento de la actividad fisica previo al sacrificio, como el producido por el
despesque de los animales, también tiene un efecto negativo en la calidad de la carne
produciendo una rapida caida del pH y un establecimiento del rigor mortis mas rapido
(Digre et al., 2010; Erikson et al., 2011). Este estimulo estresante a su vez puede afectar
a las proteinas musculares y, por tanto, a pardmetros de calidad de carne como la

capacidad de retencion de agua (Hultmann et al., 2012).

Por todo esto, es importante valorar la calidad de la carne en los peces y para
ello contamos con una serie de parametros que estan muy interrelacionados entre si. En
la Figura 2.13 se presentan los principales procesos bioquimicos que se dan durante la
fase post-mortem en los peces junto con los indicadores de respuesta de estrés asociados

a la calidad de la carne mas utilizados.
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Figura 2.13. Procesos bioquimicos en peces durante la fase post-mortem y principales
indicadores de calidad de carne (Adaptado de Poli et al., 2005)

Un animal que no ha sido sometido a un estimulo estresante va a presentar unos
valores normales de glucdgeno en su organismo. Cuando es sacrificado y sangrado, el
suministro de oxigeno al tejido muscular es interrumpido debido a que la sangre ya no
se bombea desde el corazén y no circula a través de las agallas donde, en los peces
vivos, es enriquecida con oxigeno, y los procesos metabdlicos contindan pero sin
oxigeno presente. Debido a esta falta de oxigeno, la ruptura de la glucosa y el glucdgeno
termina con un acumulo de &acido lactico que va a causar una disminucion del pH
muscular. En animales que no estdn sometidos a una situacion de estrés, la creatina
fosfato va a ayudar inmediatamente a regenerar los niveles de ATP en el musculo
cuando sea necesario. Sin embargo, cuando son sometidos a cualquier tipo de estimulo
estresante presentan bajas o ninguna concentracion de creatina fosfato en el muasculo en
el momento del sacrificio debido a que ha sido utilizada previamente (Figura 2.13). En
esta situacion el ATP va a tener que ser generado desde otra fuente de produccion de
energia. El glucégeno es el mayor depdsito de energia en el muasculo y va a ser
metabolizado para suplir la falta de ATP y en consecuencia mantener los musculos en

un estado de pre-rigor. Si tiene lugar una gran acumulacion previa al sacrificio de
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lactato en el musculo, principalmente debida a una respuesta de estrés, el pH de la carne
descendera rapidamente tras el sacrificio. Si el mdsculo sufre esta rapida caida del pH
debida a la rapida generacion y consumo del ATP, la acumulacion de &cido léctico es
mas rapida y el establecimiento del rigor mortis sucede antes (1-4 horas post-mortem).
De forma contraria, si el animal presenta un agotamiento de sus reservas de glucégeno
previo al sacrificio, el pH no va a descender lo suficientemente rapido tras el sacrificio
porque no habré una suficiente produccion de &cido lactico. La Figura 2.14 muestra la
ruta normal de produccion de energia en el musculo en la mayoria de peces teledsteos y
cefalopodos. EIl glucdgeno es oxidado por una serie de reacciones que terminan
produciendo dioxido de carbono, agua y ATP. Este proceso tiene lugar en dos fases, una
anaerobica y otra aerdbica. Esta Gltima depende de la presencia continua de oxigeno,
mientras que la via anaerobica se da cuando no hay oxigeno disponible, obteniéndose
ATP también a partir de arginina fosfato o creatina fosfato. En cualquier caso, la

produccion de ATP cesa cuando estos dos compuestos se agotan.

METABOLISMO ANAEROBICO METABOLISMO AEROBICO

CEFALOPODOS
TELEOGSTEOS TELEOGSTEOS
) CEFALGPODOS _ d >
‘ ’ ==y
Arginina fosfato  Glucdgeno Creatina fosfato

J’ CADP
CADP Glucosa ATP
ATP < Creatina
ATP

Arginina Piruvato > Piruvato

CCOZ
CITOPLASMA Acetil-CoA

=X~ ATP

. A Ciclodel
Octopina Lactato \f\cido citricoy

\h<—'/

Figura 2.14. Metabolismo anaerobico y aerdbico del glucégeno muscular en peces (Adaptado
de Huss, 1995)
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2.5.1. Rigor mortis

El rigor mortis es un proceso en el cual se produce una falta de flexibilidad de
los musculos del pez tras la muerte del mismo. Inmediatamente después de la muerte,
los musculos son blandos y facilmente flexibles, lo que se conoce como la fase
pre-rigor, y en esta fase es posible la contraccidbn muscular mediante estimulacion.
Después los musculos empiezan a endurecerse y entonces comienza la fase de rigor. En
esta etapa los musculos ya no son capaces de contraerse ni mediante estimulacién. Tras
algunas horas o dias los musculos vuelven a reblandecerse y pasan a la fase de post-
rigor. El cambio de fase de rigor a post-rigor se denomina resolucion del rigor mortis
(Huss, 1995).

Este proceso es el resultado de una serie de cambios bioguimicos a nivel
muscular en los peces tras su muerte. La linea temporal desde el inicio del proceso hasta
el establecimiento del rigor mortis y su resolucién se muestra en la Figura 2.15. Cuando
los peces son sacrificados, la creatina fosfato es degradada previamente al ATP hasta
que sus niveles se agotan y comienza la degradacion del ATP (Watabe et al., 1991).
Una vez que los niveles de ATP disminuyen de 10 umol/g a 1 pmol/g, la fase de
pre-rigor puede comenzar. Durante el establecimiento del rigor mortis se produce una
disminucion del ATP, como se ha sefialado anteriormente, y cuando estos niveles son
entre un 33 y un 50% de los valores iniciales se produce la salida de calcio del reticulo
sarcoplasmico y de las mitocondrias, principalmente debido a la caida del pH y a
cambios osmoticos (Pate y Brokaw, 1980). Cuando los niveles intracelulares de calcio
Ilegan a concentraciones de 1 UM, se activa la ATP-asa reduciendo la cantidad de ATP
libre en el masculo, lo que conlleva la interaccion entre la actina y la miosina formando
el complejo actina-miosina. Todo este proceso acaba con el acortamiento de los
sarcomeros haciendo al musculo rigido e inextensible. La fase de rigor comienza
normalmente de 1-6 horas tras la muerte del pez y dura un dia de media hasta la

resolucion del mismo.
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Figura 2.15. Evolucién del rigor mortis en peces en funcion de la concentracion de creatina
fosfato (CP), ATP y acido lactico.

El tiempo en el que un pez comienza este proceso y llega hasta la resolucion
depende de muchos factores:

Especie: Algunas especies de peces tardan mas que otras en llegar al
establecimiento del rigor mortis. La lubina, por ejemplo, tarda una media de 5

horas en llegar al establecimiento del rigor (Zampacavallo et al., 2015) mientras
que la trucha arcoiris lo alcanza en wun

(L6pez-Luna et al., 2014; Concollato et al., 2016).

margen de 2-9 horas

Tamafo del pez: Los peces pequefios entrar en rigor mas rapidamente que
aquellos mas grandes de la misma especie (Gokoglu y Yerlikaya, 2015).

Manejo pre-sacrificio: Algunas practicas que se llevan a cabo antes del
sacrificio de los peces como el ayuno o el despesque, que supone un aumento de
la actividad fisica para los animales, pueden afectar al establecimiento del rigor
mortis. Una respuesta de estrés alta previa al sacrificio produce una mayor
actividad muscular en los peces teniendo un efecto directo sobre los cambios
post-mortem de la carne y el establecimiento y resolucion del rigor mortis

provocando una mayor caida de los niveles de ATP muscular (Zampacavallo et
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al., 2015). En estas condiciones el proceso del rigor mortis es mas rapido y la
calidad final de la carne seré peor (Borderias y Sdnchez-Alonso, 2011).

e Temperatura de conservacion: Este es quizas el factor mas importante que
influye en el tiempo que un pez tarda en llegar al estado de rigor mortis y a su
resolucion. Cuanta mas alta sea la temperatura, mas rapido es este proceso
(Gokoglu y Yerlikaya, 2015).

2.5.2. pH muscular

Como se ha explicado anteriormente, inmediatamente después del cese de la
circulacion de sangre en el organismo, el glucdgeno almacenado es degradado
anaerdbicamente y se acumula &cido lactico en el muasculo (Grigorakis et al., 2003), lo
que provoca un descenso del pH muscular de una media de 7,5 a 6,5 en peces. Por ello,
el nivel in vivo de glucogeno muscular en los peces es el principal determinante del pH
muscular tras su sacrificio, ya que se ha observado que estan correlacionados
negativamente, por lo que a mayor concentracion de glucégeno muscular antes del
sacrificio, los peces presentardn un pH mas bajo y viceversa (Bermejo-Poza et al.,
2015).

El estado nutricional del pez, asi como el nivel de respuesta de estrés y el
despesque previo al sacrificio, tienen una gran influencia sobre este pardmetro de
calidad. Durante el manejo pre-sacrificio, el proceso de despesque hace que los peces
aumenten la actividad del mdsculo blanco y consecuentemente se produzca la
glucogenolisis anaerobia, disminuyendo los valores del pH muscular (Poli et al., 2005).
Tras el despesque, el sacrificio se lleva a cabo en poco tiempo, por lo que no permite la
recuperacion y el pH muscular seguird bajo. Sin embargo, este proceso se puede ver
modificado si los peces han sido ayunados antes del sacrificio debido a que las

concentraciones de glucdgeno pueden estar reducidas.
2.5.3. Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencién de agua (CRA) de la carne es la capacidad de la
misma de retener el agua inherente y es una importante propiedad tanto de la carne de
los mamiferos como de los peces que afecta al rendimiento y a la calidad del producto
final.
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El musculo de los peces contiene aproximadamente un 75% de agua y la
mayoria de esta agua se encuentra dentro de la estructura muscular en si misma, ya sea
dentro de las miofibrillas, entre ellas, entre las miofibrillas y el sarcolema o entre las
células musculares (Venugopal y Shahidi, 1996). Las proteinas musculares tienen una
carga eléctrica que se va a ver modificada a medida que el pH cambia, de tal forma que
cuanto més alto es el pH muscular, mayor va a ser la carga neta negativa de las
proteinas musculares y, por tanto, la unién de estas proteinas con el agua serd mas alta y

esa carne tendra una mayor capacidad de retencion de agua (Toldra, 2003).

Tras el sacrificio de los peces, la cantidad de agua en la carne puede cambiar
dependiendo de numerosos factores relacionados con el tejido muscular o con el manejo
del producto. Durante el periodo pre-sacrificio, estimulos estresantes como el ayuno, el
despesque o los distintos sistemas de aturdimiento van a provocar una caida mas rapida
del pH muscular, influyendo sobre la capacidad de retencion de agua
(Cheng y Sun, 2008). Sin embargo, la capacidad de retencion de agua se va a ver
afectada sobre todo por la evolucion del rigor mortis, que a su vez como ya se ha
comentado se encuentra afectado por la respuesta de estrés previa al sacrificio. A
medida que el musculo entra en la fase de rigor mortis, se forman puentes cruzados
entre los filamentos gruesos y delgados dentro de las miofibrillas, reduciendo el espacio
disponible para alojar el agua. Ademas, durante el desarrollo del rigor mortis, los
sarcOmeros se acortan, lo que también reduce el espacio para el agua (Huff-Lonergan y
Lonergan, 2005).

2.5.4. Color del musculo y piel

Ya que el color del mdsculo es uno de los parametros de calidad mas
importantes y contribuye sustancialmente a la imagen de los salménidos, la
pigmentacion y el color de la carne son importantes a la hora de evaluar las
consecuencias de estimulos estresantes como el ayuno o el aumento de la actividad
fisica sobre la calidad de la carne (Einen y Thomassen, 1998). La acidificacién
producida por el acimulo de acido lactico, que esta relacionada con el estrés pre-
sacrificio, ha sido apuntada como la causa de la alteracion en el color de la carne, ya que
los cambios microestructurales en las fibras musculares dependientes del pH pueden
influir en la percepcion del color debido a una alteracion de la refraccién a través de

estas fibras (Swatland, 2003). Esta alteracion se produce debido al descenso del pH, que
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causa una desnaturalizacion de las proteinas musculares, volviéndose insolubles, lo que
provoca cambios en el reflejo de la luz sobre la superficie muscular y, por tanto, en la

percepcion del color (Warris, 1996).

Se ha observado que un ayuno a corto plazo de unos 3 dias de duracién no tiene
efecto sobre el color del musculo en trucha arcoiris (Lopez-Luna et al., 2014) o salmén
(Einen y Thomassen, 1998). Sin embargo, ayunos de mayor duracion pueden disminuir
la luminosidad de la carne haciéndola mas oscura, como observaron
Alvarez et al. (2008) en salmones ayunados durante 12 dias. EI tiempo de conservacion
tiene un gran efecto también sobre el color del musculo. Mgrkere et al. (2008)
observaron que el color del musculo es mas intenso 2 horas tras el sacrificio,
disminuyendo su intensidad hasta las 24 horas post-mortem en salmones sometidos a
ayuno y hasta las 72 horas en salmones no ayunados. En trucha arcoiris,
Robb et al. (2000) observaron un incremento en la luminosidad durante las 72 horas
posteriores al sacrificio, siendo este incremento mayor en los animales con una

respuesta de estrés mayor.

El color de la piel en los peces puede ser también un indicador de calidad de la
canal importante para el consumidor. Hoglund et al. (2000) observaron que una
respuesta de estrés alta puede producir un oscurecimiento de la piel en la trucha alpina
(Salvelinus alpinus). Este efecto sobre la piel ante una respuesta de estrés puede ser
explicado por una accion de la ACTH sobre los cromatoforos de la piel
(Fuji y Oshima, 1986). Este proceso también se ha descrito otras especies como el

salmoén (O"Connor et al., 1999) o la trucha arcoiris (Bermejo-Poza et al., 2016).
2.5.5. Oxidacion lipidica

El estado de oxidacion lipidica se puede cuantificar mediante la determinacién
de las sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico (TBARS). Esta oxidacion de las grasas
es de gran importancia durante la fase post-mortem y la conservacion del pescado, ya
que va a deteriorar la calidad de la carne y se encuentra influida por diferentes factores
como el perfil de acidos grasos, el oxigeno disponible, el fotoperiodo, la temperatura o
la actividad de agua (Yildiz et al., 2015). La oxidacion lipidica va a ser un suceso muy
importante para la calidad de la carne, especialmente de aquellas que contienen gran

proporcion de acidos grasos insaturados como el pescado. Algunas de las consecuencias
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de la oxidacion lipidica en el pescado son las pérdidas de calidad, la produccion de
sabores y olores indeseables, acortamiento de la vida dtil, pérdida del valor nutricional y
una posible produccion de moléculas perjudiciales para la salud (Secci y Parisi, 2016).

El valor de TBARs ha sido utilizado ampliamente para medir la oxidacion
lipidica en la carne de los peces y otros productos de pescado (Chaiyapera et al., 2003;
Yildiz et al., 2006; Boran y Kdse, 2007). Se ha observado que se puede ver modificado
por algunas practicas de manejo pre-sacrificio como el ayuno o el despesque.
Alvarez et al. (2008) sometieron lubinas a un ayuno de 24, 48 y 72 horas y evaluaron
los niveles de TBARSs en los filetes de esos peces. Aunque no encontraron diferencias
significativas entre los periodos de ayuno, observaron una tendencia de incremento de
los valores de TBARs con el tiempo de ayuno. Nathanailides et al. (2011) apoyaron la
hipdtesis de que incrementos en los niveles de respuesta de estrés pueden llevar a una
mayor oxidacion lipidica en la carne, observando que en lubinas sometidas a un
estimulo estresante previo al sacrificio, como puede ser el despesque, los valores de
TBARs aumentaron respecto a las que no fueron sometidas a ese estimulo.

2.5.6. Acidos grasos

Los depdsitos grasos de origen animal estan compuestos mayoritariamente por
lipidos complejos denominados glicéridos que son productos de la esterificacion de
acidos grasos, con uno (monoglicérido), dos (diglicérido), tres (triglicéridos) y una
molécula de glicerol, siendo los triglicéridos los que se encuentran mas presentes en las
grasas de origen animal. Los acidos grasos se pueden clasificar segin su estructura, a
partir de la longitud de su cadena carbonada y del grado de insaturacion, determinado
por la existencia de dobles enlaces. Se consideran de cadena corta aquellos acidos
grasos con menos de 12 atomos de carbono, los de cadena media de 12 a 18 y los de
cadena larga aquellos con mas de 20 atomos en su molécula. También se clasifican
segun el nimero de dobles enlaces presentes en acidos grasos saturados cuando no
poseen dobles enlaces, acidos grasos monoinsaturados si poseen un doble enlace y
poliinsaturados si presentan mas de un doble enlace. Por su parte, los acidos grasos
insaturados pueden presentar una configuracion cis o trans, siendo la configuracion cis
la més frecuente en la naturaleza. Esta conformacion geométrica confiere a la grasa

propiedades diferentes respecto a su punto de fusién (Nelson y Cox, 2005).
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Los acidos grasos de los peces pueden proceder de dos origenes, sintesis de novo
a partir de fuentes no lipidicas del propio animal (carbono procedente de glicidos o
aminoacidos) o directamente de los lipidos de la dieta a partir de la accion de la acetil-
COA que puede ser transformada en acidos grasos saturados a través de la accion de la
acetil-coA carboxilasa y la acido graso sintetasa, lo que tiene lugar en el citoplasma. La
sintesis de novo es inversamente proporcional al nivel de lipidos en la dieta
(Henderson, 1996). Los peces de agua dulce pueden desaturar endégenamente los
acidos grasos saturados sintetizados a acidos grasos monoinstaurados (Figura 2.16). En
cuanto a la composicién en acidos grasos del musculo de la trucha arcoiris se ha
observado que tiene un mayor porcentaje de &cidos grasos monoinsaturados Yy
poliinsaturados que saturados, siendo los mayoritarios en lineas generales el acido
palmitico (C16:0) y el acido oleico (C18:1 n-9). Dentro de los &cidos grasos
poliinsaturados, predominan en el muasculo el acido linoleico (C18:2 n-6), acido
eicosapentaenoico (C20:5 n-3; EPA) y &cido docosahexaenoico (C22:6 n-3; DHA)
(Bayraktar y Bayir, 2012; Suarez et al., 2014; Tasbozan et al., 2016).

elong A5
A12 short
v A6 elong A5 elong elong A6*
—_ - > > > -3
A15
elong elong elong

short

22:6 n-3

Figura 2.16. Rutas de biosintesis en peces de acidos grasos C20 y C22 a partir de acidos
grasos precursores C18 n-9, C18 n-6 y C18 n-3. A5, A6, A6* A9, A12, Al5: Desaturasas,
elong: elongasas (Adaptado de Tocher, 2003)
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La composicion en acidos grasos del musculo va a estar influida por una serie de

factores intrinsecos o extrinsecos:

Factores intrinsecos:

Genética: En la produccion de trucha es muy comdn la utilizacion de animales
triploides estériles, ya que tienen un mayor interés comercial debido a una
mayor ganancia de peso y en las hembras al haber un menor desarrollo gonadal
hay un aumento del desarrollo corporal. Las hembras triploides tienen un
incremento de la expresion de los genes relacionados con la sintesis de acidos
grasos, mientras que las diploides tienen aumentada la expresion de los genes de
la B-oxidacion del higado, que se trata de un proceso catabolico donde los acidos
grasos se oxidan para obtener energia para la gonadogénesis. Aunque el higado
no es un érgano caracterizado por el almacenamiento de lipidos, en la trucha
arcoiris es responsable de la distribucion de los acidos grasos a los tejidos
periféricos durante la maduracion sexual (Manor et al., 2015).

Sexo: En un estudio en la trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis) determinaron
que la deplecién de lipidos en el invierno era mayor en los machos que en las
hembras y que cuanto mayor tamafo tuvieran, también era mayor la cantidad

que se perdia de lipidos (Hutchings et al., 1999).

Factores extrinsecos:

Epoca del afio: La variaciones del contenido de acidos grasos son mayores
dependiendo de la época del afio que entre especies. En un estudio realizado con
tres especies de tilapia (Oreochromis niloticus, Oreochromis macrochir vy
Tilapia rendalli) se observé una disminucion muy marcada del DHA desde la
primavera hasta el otofio (Rasoarahona et al., 2004).

Situaciones de estrés: Montero et al. (2001) observaron en dorada que los
aumentos en la densidad (3,2 kg/m? vs. 12 kg/m®) producen una reduccion del
C18:1 n-9, &cido araquidonico (C20:4 n-6) y acidos grasos omega 3.

Ayuno: El ayuno tiene consecuencias sobre los acidos grasos en el periodo de
desarrollo larvario. Zengin et al. (2013) observaron que los &cidos grasos
omega 3 son los que disminuyen en mayor medida siendo utilizados como
fuente de energia, aunque el acido docosahexaenoico (C22:6 n-3) era

conservado, ya que se le atribuyen numerosas funciones fisiologicas,
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incorporandose en la retina o en el cerebro de los peces. Einen et al. (1998) no
encontraron grandes diferencias en el perfil de &cidos grasos del masculo blanco
de salmones sometidos a periodos de ayuno de hasta 86 dias, sin embargo,
observaron diferencias en las enzimas desaturasas, concretamente en la A9-
desaturasa, lo que produjo un aumento del C16:0 y una disminucién del C18:1

n-9 en los peces sometidos a ayuno.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales y alojamiento

Los animales utilizados en todas las pruebas experimentales fueron truchas
arcoiris. Cada pez fue identificado individualmente utilizando microchips subcutaneos
(Pit Tag i-Tag 162, 2 x 12 mm) introducidos a nivel de la aleta dorsal, permitiendo
Ilevar un control preciso del crecimiento. En todos los experimentos hubo un periodo de
adaptacion de un mes previo al comienzo del periodo experimental para que los peces se
adaptaran correctamente a las nuevas instalaciones (Experimentos 1 y 3) o condiciones
(Experimento 2). Durante el periodo de adaptacion y el experimental, la temperatura del
agua fue registrada cada 5 minutos utilizando sensores de temperatura subacuaticos
(Hobo ® U-11). Con los 288 registros diarios se calculd la temperatura media de cada

dia y con estos datos se determinaron los grados dia mediante la suma de estas medias.

En los experimentos 1 y 3 los peces fueron suministrados por la piscifactoria
Fuente Campillo (Cifuentes, Guadalajara) y se alojaron en las instalaciones acuicolas de
la Escuela Técnica Superior de Ingenieros de Montes (ETSIM) de la Universidad
Politécnica de Madrid (Figura 3.1). Estos experimentos 1 y 3 se llevaron a cabo en
invierno y verano, respectivamente. La piscifactoria Fuente Campillo vende hembras
trisdbmicas y alimentadas con pienso comercial con astaxantina en el ultimo mes de
engorde, un carotenoide que le da un color anaranjado a la carne de la trucha. La
piscifactoria de la ETSIM se encuentra situada en una pequefia pendiente dividida en
terrazas donde se sitGan los distintos raceways para alojar peces y que cuentan con una
capacidad de 5,16 m? cada una. El disefio en terrazas permite que el flujo de agua vaya
hacia abajo para distribuirse por los distintos tanques por medio de canales. Los tanques
tienen un flujo continuo de agua dulce que proviene de un pozo subterraneo. Los
tanques se encuentran al aire libre, por lo que los peces durante los distintos
experimentos estuvieron sometidos al fotoperiodo natural y se les alimentd con el
mismo pienso comercial de la granja de origen (42% proteina bruta, 23% grasa, 4,1%

cenizas y 2% fibra bruta; 30 ppm astaxantina; 1% tasa de alimentacién).
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El experimento 2 se llevé a cabo en otofio en una piscifactoria situada en la
provincia de Guadalajara (Naturix), a orillas del rio Tajufia (Figura 3.1). Para el
experimento se emplearon seis tanques paralelos o raceways (6 m x 30 m), con un
suministro de flujo constante de agua (aproximadamente 0,06 m3/s) y los peces fueron
alojados en jaulas (1,5 m x 0,8 m x 0,35 m) situadas en el centro de estos raceways.
Durante todo el experimento los animales estuvieron expuestos al fotoperiodo natural.
Los peces se alimentaron durante el Ultimo mes de engorde con un pienso comercial de
cebo para truchas, con la siguiente composicion: 41% de proteina bruta, 24% de grasa
bruta, 6,5% de cenizas y 2,5% de fibra bruta.

Figura 3.1. Instalaciones utilizadas para el desarrollo de los experimentos. A) Experimento 2
en la Piscifactoria Naturix (Guadalajara, Espafia). B) Experimentos 1y 3 en la Piscifactoria de
la Escuela Técnica Superior de Ingenieros de Montes de la Universidad Politécnica de Madrid

(Madrid, Espafia)

3.2. Diseinos experimentales

3.2.1. Experimento 1

Para realizar el experimento 1 se utilizaron 180 truchas arcoiris divididas en seis
grupos de 30 individuos, que se alojaron en dos raceways, divididos en tres secciones
de aproximadamente 1,25 m x 2,3 m mediante separadores de malla que permitian el
paso de agua entre secciones pero los peces de un grupo no eran capaces de ver a los
peces de los otros grupos. Los peces fueron alimentados a razén de un 1% de su peso
corporal dos veces al dia durante el mes previo a la prueba. Tras este mes de adaptacion,
los peces de cada tanque se sometieron a distintos tiempos de ayuno pre-sacrificio que

representaban distintos grados dia como se presenta a continuacion: 17,2 °C d (3 dias,
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3D), 22,3 °C d (4 dias, 4D), 28,6 °C d (5 dias, 5D), 35,3 °C d (6 dias, 6D), 41,8 °C d (7
dias, 7D) 0 55,3 °C d (9 dias, 9D) (Figura 3.2).

Los peces se capturaron con salabardos y fueron aturdidos eléctricamente (90 V
durante 2 segundos). Inmediatamente después del aturdimiento se tomaron muestras
sanguineas de la vena caudal de cada trucha y la sangre se dividié en dos tubos, uno con
acido etilendiamintetraacético (EDTA) como anticoagulante y otro con fluoruro de
sodio (NaF) y después se sacrificaron por decapitacion. El tiempo entre la finalizacion
del aturdimiento y el sacrificio fue inferior a 1 min para cada pez. Después del
sacrificio, los peces se pesaron y midieron y tras lo cual se evisceraron para calcular el
indice digestivo-somatico (DSI), el indice hepatosomatico (HSI) y el rendimiento canal
como se explica més adelante. Ademas también se valoro la calidad de la canal y de la
carne mediante la medicién del establecimiento del rigor mortis (4 y 24 horas post-
mortem) y del pH muscular (O horas post-mortem). Los peces se mantuvieron en

refrigeracion a 4 °C para tomar estas medidas.

Z

=

E 180 Truchas arcoiris

= |

= [ | I I I ]
L 3D ) 5D 6D 7D D
5 17,2°Cd 22,3°Cd 28,6°Cd 35,3°Cd 41,8°Cd 55,3°Cd
g 3 dias 4 dias 5 dias 6 dias 7 dias 9 dias
2

ﬁ n=30 n=30 n=30 n=30 n=30 n=30
a)

Figura 3.2. Disefio experimental del experimento 1. Grupos experimentales y nimero de peces
en cada uno.

3.2.2. Experimento 2

En el experimento 2 se contd con 240 truchas arcoiris divididas en seis grupos
de 40 individuos en cada una de las seis jaulas. Durante el ultimo mes de engorde, los
peces fueron alimentados todos los dias (D), una vez cada dos dias (2D, lo que
representa un dias de ayuno, en inglés esto se llama sistema skip a day) o una vez cada
cuatro dias (4D, tres dias de ayuno). En todos los tratamientos se les suministro la
misma cantidad de comida pero distribuida de manera diferente: las truchas D

recibieron todos los dias un 1,2% de su peso corporal en alimento, las 2D se
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alimentaron con un 2,4% de su peso corporal y, por ultimo, las 4D recibieron el dia de
alimentacion un 4,8% de su peso corporal. Debido a que la cantidad de comida aportada
el dia de alimentacion de este Gltimo grupo era muy elevada, se les aportd pienso hasta
la saciedad y se les repetia el aporte una hora después hasta saciedad. Una vez
transcurrido un mes de cebo se las someti6 a un ayuno previo al sacrificio de 2 dias o de
9 dias, dentro de cada frecuencia de alimentacién. Asi, para cada frecuencia de
alimentacion se sacrificaron todas las truchas de una jaula con 24,3 °C d (2 dias de
ayuno) y de otra jaula con 102 °C d (9 dias de ayuno) de modo que nos permitiese medir

el efecto de la duracidn de ayuno antes del sacrificio (Figura 3.3).

Después del periodo de ayuno, se bajé el nivel de agua de los tanques y se
capturaron los peces individualmente con salabardos. Posteriormente fueron
sacrificados de inmediato por el método "ikijime", que consiste en perforar el cerebro
del pez utilizando una punta afilada y que asegura el menor sufrimiento para el pez y las

menores modificaciones posibles sobre la carne (Angus et al., 1995).

Inmediatamente después del sacrificio, se tomd una muestra de sangre de la vena
caudal de cada trucha. La sangre se dividié en dos tubos, uno con EDTA como

anticoagulante y otro con NaF.

Todos los peces se pesaron y midieron y posteriormente se evisceraron para
calcular los indices somaticos (DSI y HSI) y el rendimiento canal, como se explica mas
adelante. Se tomo una muestra de higado de cada pez, congelandola inmediatamente en
nitrégeno liquido para la posterior determinacién de la concentracion de glucégeno

hepéatico. Ademas se midio el color de la piel y de las agallas de cada pez.

Para valorar la calidad de la canal y de la carne se tomaron medidas del
establecimiento del rigor mortis (0 y 24 horas post-mortem), pH muscular (alas 0, 2 y
24 horas post-mortem) y color del musculo (0 y 24 horas post-mortem). Los peces se
mantuvieron en refrigeracion a 4 °C para tomar estas medidas. Para determinar la
concentracion de glucdégeno muscular y el ratio IMP/ATP se tomaron muestras de la
musculatura a nivel de la aleta dorsal del pescado eviscerado, congelandose de
inmediato en nitrégeno liquido para su posterior determinacién a las 0 y 24 horas post-

mortem. La CRA también fue medida en muestras de musculo tomadas de la misma
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zona que las anteriores y refrigeradas a 4 °C hasta su determinacion a las 24 horas post-

mortem.
A | 240 Truchas arcoiris
_ I
< l I 1
'E Ultimo mes de Grupo D (n =80} Grupo 2D (n = 80} Grupo 4D (n = 80)
w engorde Alimentacion diaria Alimentacidn cada dos dias || Alimentacidn cada cuatro dias
[ ; s
L 233°Cd 243°Cd 243°Cd
o . .
5 2 dias 2 dias 2 dias
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g 9 dias 9 dias 9 dias
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D D D D D D D D D D D D D D D
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8 D D D D D D D D D D D D D D D
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Figura 3.3. Disefio experimental del experimento 2. A) Grupos experimentales y nimero de
peces en cada uno. B) Cronograma de la prueba indicando los dias que fueron alimentados los
peces de cada grupo y los dias de sacrificio (S) a dos y nueve dias de ayuno.

3.2.3. Experimento 3

En este experimento se dispuso de cuatro raceways paralelos que se utilizaron
para alojar a un total de 144 truchas arcoiris. Cuando las truchas llegaron a las
instalaciones, se dividieron de forma aleatoria entre los cuatro raceways (n=36). Los
peces de dos de los raceways fueron sometidos a 7 dias de ayuno antes del sacrificio
(135,6 °C d), mientras que los peces de los otros dos raceways no fueron ayunados.
Ademas, los peces de uno de los raceways sometidos a ayuno y otro de los no ayunados
fueron ejercitados 20 minutos antes del sacrificio persiguiéndoles con salabardos para
simular la préactica del despesque. Como resultado, los peces quedaron divididos en
cuatro grupos segun fueron sometidos o no a ayuno y despesque pre-sacrificio
(Figura 3.4).
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Se capturaron los peces mediante el uso de salabardos y fueron aturdidos
eléctricamente (90 V durante 2 segundos). Inmediatamente tras el aturdimiento, se
tomaron las muestras sanguineas de la vena caudal de 18 truchas de cada grupo,

dividiendolas en dos tubos, uno con EDTA y otro con NaF.

Tras la extraccion de las muestras sanguineas, los peces se sacrificaron mediante
decapitacion. EIl tiempo entre la finalizacion del aturdimiento y el sacrificio fue inferior
a 1 min para cada pez. Después del sacrificio, los peces se midieron, pesaron y
evisceraron para calcular los indices somaticos (DSl y HSI) y el rendimiento canal.
También se midié el color de los higados de cada pez y se congelaron en nitrégeno

liquido para la posterior determinacion de la concentracion de glucdgeno hepaético.

Para valorar la calidad de la canal y de la carne se tomaron medidas del
establecimiento del rigor mortis (0, 5, 24 y 48 horas post-mortem), pH muscular (0 y 48
horas post-mortem) y color del masculo (0 y 24 horas post-mortem). Los peces se
mantuvieron en refrigeracion a 4 °C para tomar estas medidas. Por Gltimo se tomaron
muestras de la musculatura dorsal de cada pez y se congelaron en nitrégeno liquido para
la determinacion posterior del glucégeno muscular, ratio IMP/ATP, oxidacion lipidica

(TBARS) y acidos grasos, todos ellos a 0 y 48 horas post-mortem.

| 144 Truchas arcoiris |

Ayuno
= n=72 7 dias
E n=72
o
w | |
Q. [ ] [ ]
g ND D ND D
:E Sin despesque Despesque Sin despesque Despesque
12] n=36 n=36 n=36 n=36
(a]

® v ® v

‘ Despescue pre-sacrificio

Figura 3.4. Disefio experimental del experimento 3. Grupos experimentales y numero de peces
en cada uno.
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El resumen de las condiciones experimentales de cada prueba se muestra en la
Tabla 3.1 y las medidas y andlisis que se llevaron a cabo en cada uno de los
experimentos estan resumidos en la Tabla 3.2.

Tabla 3.1. Pardmetros medios iniciales (Media * error estdndar) en cada uno de los tres
experimentos

Experimentos

1 2 3
Fecha Diciembre 2013 Octubre 2014 Junio 2014
Salida/Puesta sol 8h27/17h48 8h15/19h24 6h45/21h42
Peso inicial (g) 332+34 324+41 324+47
Densidad (kg/m=) 5,77 30,9 2,26
Temperatura media (°C) 6,15+0,6 12,2+1,3 22,610,9
Grados dia (°C d) 17,2-55,3 24,3/102 135,6

Tabla 3.2. Resumen de las medidas y analisis realizados en cada uno de los tres experimentos

Experimentos

1 2 3
Peso sacrificio y longitud corporal/CC X X X
Parametros o Co_nteni_do estorpgcal X X X
biométricos Irldlc_e dlgestlvo—soma_ltlco (DS X X X
Indice hepatosomatico (HSI) X X X
Rendimiento canal X X X
Cortisol X X X
Glucosa X X X
Parametros Lactato X X X
hematoldgicos Triglicéridos X X X

Enzima lactato deshidrogenasa (LDH) X
Enzima creatin fosfoquinasa (CPK) X X X
Glucogeno hepético X X
Parametros Glucégeno musc_ular X X
metabolicos IMP/ATI,D ratio X X
Color higado X X

Color agallas X
Rigor mortis X X X
pH muscular X X X

Parametros de calidad Capacidad de retencion de agua X
de canal Oxidacion lipidica (TBARsS) X
y de carne Acidos grasos X
Musculo X X

Color .
Piel X X
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3.3. Técnicas y métodos experimentales

3.3.1. Parametros biométricos

Los peces se pesaron al inicio de cada prueba y en el momento del sacrificio.
Para la longitud se tuvo en cuenta la longitud corporal o estandar, que es la distancia

desde la boca del pez a la base de la cola. (Figura 3.5).

-\\" ~ t

Figura 3.5. Medicidn del peso (A) y la longitud corporal o estandar (B)

Con los datos al sacrificio de peso y longitud corporal y la obtencion tras la
evisceracion (Figura 3.6) de los pesos del tracto digestivo lleno y vacio y del peso del

higado se calcularon los siguientes parametros:

Peso sacrificio (g)

Coeficiente de condicioén corporal (CC) = Longitud corporal®(cm)

Peso inicial (g) — Peso sacrificio (g)

100
Peso inicial (g) X

Crecimiento relativo (%) =

Contenido estomacal (g) = Peso estobmago lleno (g) — Peso estdmago vacio (g)

Peso vivo vacio (g) = Peso sacrificio (g) — Contenido estomacal (g)

Peso tracto digestivo
g ) £ 100

Indice digestivo — somético (DSI)(%) = Peso vivo vacio (g)

Peso higad
eso higado (g) £ 100

Indice hepat atico (HSD (%) =
ndice hepatosomatico (HSI)(%) Peso vivo vacio (g)

Peso canal (g) = Peso sacrificio (g) — Peso visceras (g)

Peso canal (g)

Rendimiento canal (%) = x 100

Peso sacrificio (g)
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’ A )
* o |
q
Gonadas 7k i \‘

Aparato
Digestivo

Figura 3.6. Evisceracion de la trucha arcoiris sefialando mediante flechas la localizacion del
higado, génadas, aparato digestivo y bazo.

3.3.2. Parametros hematologicos

Como se ha descrito anteriormente, las muestras sanguineas se tomaron de la
vena caudal de los peces (Figura 3.7) y se llenaron dos tubos de 2 ml, uno con EDTA
como anticoagulante para la obtencién de plasma en donde se determinaba la
concentracion de cortisol, triglicéridos, LDH y CPK, y el otro con NaF, para reducir el
consumo de glucosa por parte de los eritrocitos, el cual era centrifugado inmediatamente
a 6.000 rpm durante diez minutos para quitar los eritrocitos y recoger el suero para la
determinacion de las concentraciones de ion lactato y glucosa. Ambos tubos (EDTA y

suero) se mantuvieron en refrigeracion hasta su analisis en las siguientes 24 horas.

_d

Figura 3.7. Extraccion de muestras de sangre de la vena caudal.
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3.3.2.1. Cortisol

El cortisol plasmatico se determina mediante enzimoinmunoanalisis
competititvo (ELISA). Primero, se pipetean 10 pl de cada muestra en los pocillos
correspondientes (recubiertos con antisuero anti-cortisol de conejo). A continuacion se
afiaden 200 ul de conjugado de enzima en todos los pocillos, excepto para el pocillo del
blanco. Estos pocillos se incuban durante 60 min a 37 °C. Durante esta primera
incubacion, el cortisol muestra compite con el cortisol conjugado con peroxidasa de
rdbano picante (HRPO) por los sitios especificos del antisuero en los pocillos
recubiertos. Después de la incubacion, todo el material no unido se elimina mediante
aspiracion y se lava cuatro veces con 300 pl de solucién de lavado diluida (solucion
salina tamponada con fosfato, PBS). Se realiza una segunda incubacion de los pocillos
con 200 pl de una solucién de cromdgeno (tetrametilbenzidina, TMB) en un tampdn
sustrato (citrato-fosfato) durante 15 min a 37 °C. Finalmente, para parar la reaccion se
pipetean 100 pl de &cido sulfdrico (H2SOa) en los pocillos. La lectura del color se hace
en un espectrofotometro (Hitachi 717®) en dos longitudes de onda, 450 y 405 nm. Se

utiliza un blanco de agua destilada para la referencia colorimétrica.

Se realiza una curva patron para determinar la concentracion de cortisol con las
siguientes concentraciones 0, 10, 30, 100, 300 y 900 ng/ml. La lectura se debe realizar
dentro de los 20 minutos siguientes a la finalizacion de la prueba. Se mide bajo dos
longitudes de onda, porque para concentraciones entre 30 y 900 ng/ml la lectura se debe
hacer a 450 nm, mientras que concentraciones menores a 30 ng/ml la longitud de onda
para la lectura es 405 nm.

3.3.2.2. Glucosa

La medicién de la concentracion de glucosa se realiza por la formacion de unos
complejos coloreados (Quinonaimina) siguiendo dos reacciones enzimaticas acopladas.
La primera reaccion se produce cuando la muestra con glucosa entra en contacto con
oxigeno y agua y por accion de la enzima glucosa oxidasa (GOD, 250 Ul/ml) forma
glucdnico y peroxido de hidrogeno (H202) y en la segunda el H2O: reacciona en
presencia de la enzima peroxidasa (POD, 20 Ul/ml), 4- aminoantipirina (12,5 mmol/l) y

fenol (5 mmol/l) para formarse el compuesto de color quinonaimina.
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GoD
B — D — Glucosa + 0, + H,0 — Acido glucoénico + H,0,

POD
H,0, + Fenol + 4 — aminoantipirina — Quinonaimina + H,0
Se mezclan 10 pl del suero de la muestra y 10 pl de la solucion patron de
glucosa (100 mg/dl) con 1 ml de la solucion reactiva. Se deja incubar 30 minutos a
temperatura ambiente y se mide la absorbancia del patréon y de la muestra frente a un

blanco de solucion reactiva a 505 nm en un espectrofotémetro (Hitachi 717®).

La intensidad del color producido es proporcional a la concentracion de glucosa
en la muestra y es estable durante 2 horas. La concentracion de glucosa (mg/dl) se
calcula aplicando la formula siguiente:

Abs. muestra

—— x Conc.patron
Abs.patron P

3.3.2.3. Lactato

La concentracion de lactato se mide por la transformacion enzimatica a un
compuesto coloreado (Quinona) en dos fases. En la primera fase, el suero en presencia
de oxigeno y agua por accion de la enzima lactato oxidasa (LO, 800 Ul/I) forma
piruvato y peréxido de hidrégeno (H202). El H.O> reacciona en presencia de la enzima
POD (2000 UI/l), 4-aminoantipirina (0,4 mmol/l) y 4-clorofenol (4 mmol/l) para

formarse un compuesto de color rosaceo, Quinona.
Lo .
L — Lactato + 0, + H,0 — Piruvato + H,O0,

POD
2H,0, + 4 — aminoantipirina + 4 — clorofenol — Quinona + H,0

Los reactivos se encuentran en una disolucion tampon fosfato a pH 7,5. Se
mezclan 10 pl del suero muestra y 10 pl de una solucion patrén lactato (10 mg/dl) con
1 ml de disolucion de reactivos, se dejan 10 minutos a temperatura ambiente y se lee la
absorbancia en un espectrofotometro (Hitachi 717®) a 505 nm de las dos mezclas

utilizdndose como blanco la disolucién de reactivos.
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Para el célculo de la concentracion de lactato (mmol/l) se aplica la siguiente
formula:
Abs.muestra c g
—— x Conc.patrén
Abs.patron P
El método es lineal hasta valores de 150 mg/dl. Si la concentracion de la muestra
es superior, se diluye el suero a la mitad con una disolucion de CINa al 0,9% vy el
resultado final se multiplica por dos.

3.3.2.4. Triglicéridos

Para la determinacion de triglicéridos en suero, se utiliza un reactivo enzimatico,
el cual contiene, principalmente enzimas lipoproteinlipasa (LPL), glicerol quinasa (GK),
glicerofosfato oxidasa (GPO) y peroxidasa (POD). La LPL hidroliza los triglicéridos
liberando &cidos grasos y glicerol, éste Gltimo es fosforilado por la GK formando
glicerol 3-fosfato. Posteriormente, por la accion de la GPO reacciona con el oxigeno
para producir dihidroxiacetona fosfato y peroxido de hidrégeno. Seguidamente, la
enzima peroxidasa, reacciona con el perdxido de hidrégeno y la 4-animo-antipirina y p-
clorofenol formando quinona, un complejo de color rojo, el cual, absorbe luz a 520 nm.

La intensidad de la coloracion es proporcional al glicerol liberado de los triglicéridos.
LPL .
Triglicéridos + H,0 — Glicerol + Acidos grasos
GK
Glicerol + ATP — Glicerol — 3 — fosfato + ADP
GPO
Glicerol — 3 — fosfato + O, — Dihidroxiacetona — P + H,0,

POD
H,0, + 4 — aminoantipirina + P — clorofenol — Quinona + H,0

De esta manera, se colocan 3 ml del reactivo enzimatico en tres tubos de ensayo
debidamente rotulados como muestra, patron y blanco, todos se calientan a 37 °C
durante 5 minutos. Posteriormente, se adiciona, 30 pl de suero muestra, previamente
centrifugado, 30 ul solucién estandar y 30 pl de agua destilada. Seguidamente, se agitan
suavemente y se calientan nuevamente a 37 °C durante 5 minutos. Al final de este
periodo, se lee la absorbancia a una longitud de onda de 520 nm, utilizando el
espectrofotometro (Hitachi 717®).
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Para conocer los valores de triglicéridos en el suero de cada pez se realiza el
siguiente calculo:
Abs.muestra

——— x Conc.patron
Abs.patron P

3.3.2.5. Lactato deshidrogenasa (LDH)

Se determina la actividad enzimética, mediante la reaccion de hidrogenacion del

piruvato a L-lactato en presencia de NADH.

Se valora la extincién por minuto de la reaccidon en los tiempos 30, 1’ 307, 2
30” y 3’ 30” tras la mezcla de 2,5 ml de la solucion reactiva (0,6 mmol/l de piruvato,
50 mmol/l a pH 7,5 de tampon fosfato y 0,18 mmol/l de NADH) con 0,1 ml de la
muestra de plasma con EDTA. La extincién por minuto se valora por reduccién de la
absorbancia de la mezcla entre esos cuatro tiempos, con una longitud de onda de

340 nm. La temperatura de medicion de la reaccion fue 30 °C.

La actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (U/I) se calcula multiplicando
la extincion por minuto media de las tres medias por 4.921. Cuando la actividad
enzimatica es alta, el valor de la extincion por minuto a los 3 minutos de reaccion debe
ser inferior a 0,100, en estos casos se media de nuevo la reaccion diluyendo el plasma
1/10 con una solucion de CINa al 0,9 % y multiplicado le extincion por minuto media
por 49.210.

3.3.2.6. Creatin fosfoquinasa (CPK)

Se valora la actividad enzimética de desfosforilacion del creatinifostato a
creatinina con la formacion de ATP, asociado a dos reacciones: una desfosforilacion de
glucosa por la enzima hexoquinasa con ATP vy la deshidrogenacion de la
glucosa-6-fosfato por la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y como coenzima
NADP".

Se valora la extincion por minuto de la reaccion en los tiempos 2°, 3°, 4’ y 5’ tras
la mezcla de 2,5 ml de la solucion reactiva (30 mmol/l de creatininfosfato, 2 mmol/I de
ADP, 20 mmol/l de glucosa, 2 mmol/l de NADP™) con 0,1 ml de la muestra de plasma

con EDTA. La extincion por minuto se valora mediante la reduccion de la absorbancia
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en la mezcla en estos cuatro tiempos, a una longitud de onda de 340 nm. La temperatura

de medicion de la reaccion fue 30 °C.

La actividad de la enzima CPK (U/l) se calcula multiplicando la extincion por
minuto media de las tres medias por 4.127. Cuando la actividad enzimatica es alta, el
valor de la extincion por minuto a los 3 minutos de reaccion debe ser inferior a 0,250,
en estos casos se media de nuevo la reaccién diluyendo el plasma 1/10 con una solucion
de CINa al 0,9 % y multiplicado la extincion por minuto media por 41.270.

3.3.3. Parametros metabolicos

3.3.3.1. Glucogeno hepatico y muscular

La técnica consiste en la determinacién colorimétrica del glucégeno hepético y
muscular. Para ello se ha utilizado la formacién de complejos glucogeno-yodo que se
forman al unirse el yodo con las ramas polisacaridas del glucogeno, estabilizadas por la
accion de sales inorgénicas. La intensidad y tono del color de los complejos
glucdgeno-yodo reflejan la media de uniones del yodo al glucdgeno. Se ha seguido la

técnica de Dreiling et al. (1987) con algunas modificaciones para aplicarla en pescado.

La determinacion se ha realizado por duplicado en cada muestra de higado y
musculo (procedente de la musculatura dorsal), que sin descongelar se trocean partiendo
la muestra en trozos pequerfios, se pican y se pesan 0,5 g en tubos de 10 ml, se afiade
5 ml de acido perclorico (HCIO4) frio al 8,4 %, se homogeneiza durante 30 — 45 s, para
posteriormente centrifugarse a 4.500 rpm, a 4 °C, obteniéndose un sobrenadante, donde

se encuentra el glucégeno disuelto, y un residuo.

Para la valoracién se ha realizado tres diluciones en funcion de la muestra que se
trate:
— Para higado las diluciones han sido 1/180 y 1/30.
— Paramusculo a las 0 horas 1/30 y 1/7,5.

— Para musculo a las 24 horas 1/7,5.

De las diluciones se ha cogido un volumen de 0,4 ml a los cuales se afiade 2,6 ml
del reactivo de color que se prepara diariamente. Para la lectura y determinacion de la

concentracion es necesario realizar una curva patrén. Hemos utilizado para ello
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glucdgeno tipo Il de ostra de Sigma-Aldrich Chemie Gmbh (Steinheim, Alemania). Se
realizan 6 diluciones a 160, 80, 40, 20, 10 y 5 pg/ml.

Para la elaboracion del reactivo de color se disuelven 0,26 g de yodo y 2,6 g de
yoduro potéasico (KI) en 10 ml de agua destilada. De esta solucién se cogen 1,3 ml y se
afiaden a 100 ml de una disolucién de cloruro calcico (CaCl,) saturada. Cuando se
afiade el reactivo de color se deja estabilizar la disolucién de 20 a 30 minutos a
temperatura ambiente, siendo el color estable por encima de 2 horas. Transcurrido este
tiempo se procede a la lectura de la absorbancia en el espectrofotdmetro (Hitachi 717®)
a una longitud de onda de 460 nm, tomandose como referencia de color (blanco) el
acido perclérico a 8,4 %. La concentracién de glucdgeno se expresa en mg/g de tejido,
para ello se ha utilizado la siguiente férmula:

D! x Conc x [10 + (0,75 x Peso)]
1000 x Peso

Glucbgeno (mg/g) =

D: Dilucién 1/180, 1/30 6 1/7,5
Conc: Concentracion obtenida en el espectrofotometro

Peso: Peso de la muestra

3.3.3.2. Ratio IMP/ATP

Se ha seguido la técnica de Honikel y Fischer (1977) con algunas
modificaciones para aplicarla en pescado. Se cortan las muestras de musculo en trozos
pequefios sin descongelarlas previamente para pesar 0,5 g de musculo. De cada muestra
se hicieron dos replicados. Posteriormente se afiaden 5 ml de &cido perclérico frio
0,85 My se homogeneiza la mezcla durante 30 segundos a una velocidad de 20.000 rpm
para después centrifugar a 5.000 rpm durante 10 min a 4 °C. Tras la centrifugacion se
toman 0,2 ml del sobrenadante y se les afiade 3,8 ml de tampon fosfato 0,1 M con un pH
de 6,5. Por ultimo se procede a la lectura de la absorbancia en el espectrofotometro
(Hitachi 717®) con unas longitudes de onda de 250 y 260 nm, teniendo como referencia
de blanco el acido perclérico. El ratio IMP/ATP se expresa mediante la siguiente

férmula:

Abs. 250 nm

Ratio IMP/ATP = —— 22"
atio IMP/ Abs. 260 nm
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3.3.4. Parametros de calidad de canal y de carne

3.3.4.1. Rigor mortis

La evolucién del rigor mortis a distintas horas post-mortem se midié siguiendo
el método de Cuttinger (Korhonen et al., 1990). Las mediciones se llevaron a cabo
mediante la colocacion de la trucha en una superficie plana y solida de manera que la
parte del cuerpo detras del extremo posterior de la aleta dorsal estaba colgando sobre el
borde, sin apoyo. El angulo de rigor se calculé como a = tan™ (X/Y), donde X es la
longitud (cm) de la parte horizontal del tridngulo rectangulo e Y es la longitud (cm) de

la parte vertical del triangulo (Figura 3.8).

g7

Figura 3.8. Medicion del angulo del rigor mortis.

3.3.4.2. pH muscular

Para la determinacion del pH se utilizé un pHmetro con electrodo de penetracién
y termdémetro, Hanna Instruments HI-9025 (Hanna Instruments, S.L.), introduciéndolo
en el musculo (Figura 3.9). Las medidas se han tomado sobre la musculatura dorsal en
el lado izquierdo, a distintas horas post-mortem segun el experimento. La temperatura
también se registré en todos los tiempos mediante la sonda de temperatura del equipo
utilizado.
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Sonda de Electrodode &
temperatura penetracion |

Figura 3.9. Medicion del pH muscular.

3.3.4.3. Capacidad de retencion de agua

Se ha realizado utilizando el método de presion en papel de filtro de Grau y
Hamm (1953), consistente en presionar una cantidad determinada de mdsculo, sobre un

papel de filtro entre dos placas, valorando el area del agua liberada por el musculo.

Para ello se pesan 300 mg de musculo procedente de la musculatura dorsal del
pez, bien picado (procedentes del pez refrigerado 24 h), sobre un papel de filtro Albet®
n® 400 colocéandolo entre dos placas de metacrilato, apretando fuertemente a mano con
dos tornillos las placas durante cinco minutos. Transcurrido este tiempo, se separan las
placas, dibujando el area que ha dejado el musculo (M) y el area dejada por el agua
liberada por el musculo (T), para la posterior medida de dichas areas. Se realizaron tres
repeticiones por animal (Figura 3.10).

A 8|
. %
M IS NIrd

.
Figura 3.10. Determinacion de la capacidad de retencion de agua. A) Muestras del masculo de

la trucha sobre el papel de filtro. B) Placas de metacrilato presionando la carne. C) Areas
resultantes de la muestra y del agua liberada.

Los papeles de filtro fueron escaneados utilizando un escaner HP Scanjet
3200C® vy el area fue medida mediante el programa informatico Adobe Photoshop®.
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Para la determinacion del factor de conversion de area a peso del agua liberada
por el musculo, se utiliz6 el método de Wierbicki y Deatherage (1958), obteniéndose un
valor de 15,16 mg/cm? con un R? = 0,9926.

La capacidad de retencion de agua del musculo se obtiene como la diferencia
entre el porcentaje de agua total del musculo y el de agua liberada, de acuerdo a la

siguiente férmula:

(T (em®) = M (ecm*))x 15,16 x 100]

RA (%) =1
CRA (%) 00 Agua de la muestra (mg)

3.3.4.4. Color

Para su determinacion se ha utilizado un colorimetro Minolta Spectrophotometer
CM-2500c (Minolta, Osaka, Japon), utilizando el espacio de color CIEL*a*b*
(Commission Internationale de I’Eclairage, CIE, 2004). Este sistema permite identificar
un color con la ayuda de las coordenadas L* (luminosidad), a* (indice de rojo) y b*
(indice de amarillo). Con los indices a* y b* se calcularon los parametros C* (croma) y
h* (tono):

1
¢ = (@ +b7) "
h* (°) = arctan (b*/a*) x 57,29

Se han tomado tres medidas sobre la superficie de la musculatura dorsal, piel,

agallas e higado y a distintas horas post-mortem segun el experimento.

3.3.4.5. Oxidacion lipidica (TBARS)

Se trata de evaluar la reaccion del &cido tiobarbiturico con compuestos con
grupos aldehidicos en sus moléculas, formados a partir de la descomposicion de los
hidroperdxidos lipidicos, produciéndose un cromdéforo rojo con absorcion maxima a
532 nm. El resultado del complejo coloreado se forma por condensacion de 2 moles de
acido tiobarbitdrico (TBA) y 1 mol de compuestos aldehidicos (malondialdehido;

MDA), bajo la influencia de la temperatura y pH del medio (Figura 3.11).
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C18:3 — = OH

= oH a) Ruta de formacion
+ del malondialdehido

'
" MDA o
| 4 g,
N OH HO N SH

y HS. _.N._OH o b) SY N
+ 2 N‘ - |
Y\H H,0 Noo A o~ o~ N
OH

OH OH

Acido 2-tiobarbitirico Cromoéforo de TBA
(Anax : 532 nm)

Figura 3.11. a) Formacion del malondialdehido (MDA) a partir de los radicales peroxilo del
acido graso C18:3; b) Formacion del cromdéforo a partir de acido 2-tiobarbittrico y MDA
(Adaptado de Laguerre et al., 2007)

Basandonos en el método de Botsoglou et al. (1994) y Maraschiello (1999) se
pesan 2,5 g de muestra y se homogeneizan con 20 ml de agua destilada en Ultraturrax a
13.000 rpm durante 30 segundos. Después se adicionan 5 ml de &cido tricloroacético
(TCA) al 25 %, se agita y se deja en reposo durante 15 min a 4°C. A continuacién se
centrifuga y se filtra el sobrenadante con papel Whatman N°2. De este filtrado se
toman 3,5 ml que se llevan a tubos de rosca y se afiade 1,5 ml de TBA al 0,6%.
Paralelamente se realiza una curva patron de 0 a 2,5 pg de MDA, consistente en 10
puntos, que se maneja de igual manera que las muestras. Una vez preparados los tubos y
agitados se incuban a 70°C durante 30 min, pasado este tiempo se dejan enfriar y se lee
su absorbancia en espectrofotometro (Hitachi 717®) a 532 nm expresando el resultado
en ug MDA/g carne (Figura 3.12).

g Recta patron

Figura 3.12. Escala de color de los patrones para la determinacion de TBARs y color obtenido
por las muestras.
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3.3.4.6. Acidos grasos

La caracterizacion de los acidos grasos totales de la grasa de las muestras de
musculo analizadas, se ha llevado a cabo mediante la técnica de cromatografia de gases,
en la cual se ha de realizar una extraccion previa de dicha grasa y posteriormente una

metilacion de los &cidos grasos presentes en la misma.
Extraccion de la grasa

La extraccion de la grasa quimica se realiza mediante la técnica de Hanson y
Olley (1963), siendo una modificacion de la técnica de Bligh y Dyer (1959) que es un
método rapido para la extraccion de lipidos de tejidos y productos alimenticios.

El principio de esta técnica consiste en tratar el producto con una mezcla de dos
solventes, cloroformo y metanol, donde el metanol rompe los enlaces lipido-proteicos y
el cloroformo solubiliza los lipidos. Para la eliminacion de las sustancias no lipidicas
solubles en la mezcla, el extracto es lavado con agua salina. La sal disminuye la
disociacion de los &cidos lipidicos y de esta forma no se disocia la fase solvente
(cloroformo). Ademas, la presencia del agua salina, unida al metanol, permite separar la
fase cloroférmica (fase inferior) de la fase metandlica (fase superior). Para el desarrollo
de la metodologia se toman 5 g de carne, limpia y picada y se introducen en tubos de
centrifuga de 50 ml de capacidad. A la muestra se le afiade una punta de espatula de
butil hidroxitolueno (BHT), para prevenir la oxidacion lipidica, 8 ml de metanol y 4 ml
de cloroformo, asi como la cantidad de agua salina necesaria hasta completar un total de
3,2 ml, siendo la relacion cloroformo/metanol/agua 1/2/0,8 (v/viv). Después se
homogeniza la muestra durante 2 minutos, sumergiendo el tubo en un bafio de hielo
para evitar el calentamiento de la muestra. Realizando este tratamiento la solucion debe
ser monofasica. Posteriormente se afiaden otros 4 ml de cloroformo y 4 ml de agua
destilada salina, siendo la relacion cloroformo/metanol/agua de 2/2/1,8 (v/viv). Se
vuelve a homogeneizar la muestra durante medio minuto en bafio de hielo. A
continuacion, se centrifugan los tubos a 2.000 rpm. durante 10 minutos y a 0 °C. Al
centrifugar se forman tres fases: la fase superior es agua y metanol, la fase intermedia
contiene sedimentos solidos, y la inferior es la grasa disuelta en cloroformo. Se debe,
por tanto eliminar la fase superior y atravesando la intermedia, recoger con una pipeta

una alicuota de 4 ml de la fase inferior. La alicuota se filtra en un matraz redondo de
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fondo plano de 25 ml, mediante un papel Whatman n° 42, cubierto con una punta de
espéatula de sulfato sddico anhidro (usado para permitir condiciones anhidridas), lavando
posteriormente dicho filtro con una mezcla de cloroformo/metanol en proporcién
2/1 (viv) y 0,05 % de BHT. La grasa se concentra eliminando los disolventes en un
evaporador rotatorio, con el bafio de agua a 35-40 °C, cubriendo la parte inferior del
matraz. Para asegurar la total evaporacion de los solventes se llevan los matraces a otro
bafio de agua a 35-40 °C, donde se les infunde una corriente de nitrégeno. Las muestras
asi obtenidas son transvasadas a tubos herméticos con tapdon de rosca y junta de teflon,

se congelan a -25 °C para su posterior analisis.
Metilacién de los acidos grasos

La metilacion de acidos grasos se realiza siguiendo la metodologia del
trifluoruro de boro (BF3) de Morrison y Smith (1964). Se toman 20 mg de la grasa
extraida en un tubo con tapon de rosca y junta de teflon, se le aflade 1 ml de patron
interno (1pg/ul de &cido tridecanoico (C13:0), en cloroformo), evaporandose hasta
sequedad bajo corriente de nitrégeno, en un concentrador de muestras. Se afiade 1 ml de
potasa (KOH) en metanol 0,5 N y 1 ml de trifluoruro de boro (BF3) en metanol. Este
reactivo produce un éter dimetilico, el cual no interfiere con el analisis de los ésteres
metilicos. Se agitan los tubos y se llevan a la estufa durante una hora a 100 °C. La
reaccion del alcali con el BFz es fuertemente exotérmica y podria ocurrir una
saponificacion de los ésteres metilicos si la mezcla no se enfria. Asi se dejan enfriar los
tubos y se afiaden 2 ml de agua salina al 10 % y 2 ml de hexano, se agitan y se dejan
reposar la separacién de fases. Se toma una alicuota de 1 ml de la fase superior
(hexano), llevandose hasta 10 ml con hexano. La solucion se transfiere a un vial de
2,5 ml y se sella herméticamente con un tapon de junta de teflon. Esta dilucion se

inyecto en el cromatografo de gases.
Cromatografia de gases

El andlisis de los &cidos grasos se hizo mediante la técnica cromatografia de
gases, es una de las técnicas mas utilizadas, ya que tiene una gran capacidad de
separaciéon de compuestos volatiles. EI modelo de cromatdgrafo de gases utilizado fue
Agilent 19091 N113 con un detector de Ilama ionizada. La columna de separacién
empleada fue HPINNOWAX de polietilenglicol (30 m x 320 pm x 0,25 pym). Las
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condiciones del cromatdgrafo de gases fueron: el horno inicialmente estaba a 170 °C y
se mantuvo asi durante 2 minutos, luego se subid la temperatura del horno hasta los
210 °C con una rampa de temperatura de 3,5 °C/minuto y cuando alcanzd esta
temperatura se volvié a subir la misma con mayor velocidad a 7 °C/minuto hasta
alcanzar un valor final en el horno de 250 °C manteniéndose esta temperatura durante 3
minutos hasta el final del cromatograma. El gas empleado como portado fue helio (11
psig) y las muestras se inyectaron (0,5 pL) en el modo de Split 1:100. La calibracion de
todos los acidos grasos se realizd en relacion con la respuesta relativa de un estandar
interno, metil tridecanoato (C13:0). La identificacion de los acidos grasos se llevo a
cabo comparando su tiempo de retencion con esteres metilicos estandares (Sigma-

Aldrich). Los datos estan expresados en proporcion relativa de acidos grasos.

3.4. Analisis estadistico

3.4.1. Aspectos generales

Previo al analisis estadistico de los datos y con el fin de conseguir la
normalizacion de las medidas, se ha realizado el test de Shapiro-Wilks para observar si
los residuos de las comparaciones se distribuian segun una distribucion normal y el test
de Cochran para la homogeneidad de la varianza de dichos residuos. Debido a que todas
las variables se distribuyeron segin una normal no se realiz6 ningun cambio de

variable.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico SAS
System V 9.0 para Windows. En la Tabla 3.3 se presentan las abreviaturas de los

modelos utilizados para el analisis estadistico.
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Tabla 3.3. Abreviaturas de los modelos estadisticos empleados en los distintos experimentos

o} = media general

GDA = efecto de los grados dia de ayuno pre-sacrificio

FA = efecto de la frecuencia de alimentacion

FAGDA = interaccion de la frecuencia de alimentacion y el ayuno pre-sacrificio
HP = efecto de las horas post-mortem

FAHP = interaccion de la frecuencia de alimentacion y las horas post-mortem
GDAHP = interaccion del ayuno pre-sacrificio y las horas post-mortem
interaccion de la frecuencia de alimentacion, ayuno pre-sacrificio y horas
FAGDAHP &

post-mortem

A = efecto del ayuno pre-sacrificio

D) = efecto del despesque previo al sacrificio

AD = interaccion del ayuno y del despesque pre-sacrificio

P = peso inicial

= peso del higado

B1 = coeficiente de regresion de la covariable peso inicial

B2 = coeficiente de regresion de la covariable peso del higado

€ = error experimental

3.4.2. Experimento 1

Para analizar estadisticamente los parametros biométricos se llevo a cabo un
andlisis de la varianza, incluyendo el peso inicial como covariable y empleando el

siguiente modelo:
Yij = B1(Pij — P) +u+ GDA; + €

Para el resto de parametros (hematoldgicos, metabdlicos y de calidad de canal y

carne) se realizd también un andlisis de la varianza pero con el siguiente modelo:
Yij = U + GDAi + gj(i)

Para la comparacion de medias se utilizo el test de Bonferroni con un 5% como

nivel de significacion (p<0,05).
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3.4.3. Experimento 2

Para el andlisis estadistico de los pardmetros biométricos se realiz6 un analisis
de la varianza siguiendo el siguiente modelo, incluyendo el peso inicial como

covariable:
Yije = B1(Pij — P.) + u+ FA; + GDAj + FAGDA;; + &4ijy

El glucdgeno hepético se estudié estadisticamente incluyendo una covariable
también, en este caso el peso del higado, y mediante un andlisis de la varianza siguiendo
el siguiente modelo:

Yijx = B2(Phigijx — Phig_) + u+ FA; + GDA; + FAGDA;; + &,

Para analizar estadisticamente los parametros sanguineos, el color de piel y
agallas y la capacidad de retencion de agua se llevo a cabo un andlisis de la varianza

utilizando el siguiente modelo:
Yijk =u+ FAi + GDA]' + FAGDAij + €k(ij)

Por ultimo, para los parametros relacionados con la calidad de la canal y de la
carne restantes (rigor mortis, pH muscular, color del musculo, glucégeno muscular y
ratio IMP/ATP) se realiz6 un analisis de la varianza incluyendo en el modelo el efecto

de las horas post-mortem:

Yju = i+ FA; + GDA; + HP, + FAGDA;; + FAHP, + GDAHP;, + FAGDAHP,j; +

€1(ijk)
Para la comparacion de medias se utilizé el test de Bonferroni con un 5% como
nivel de significacion (p<0,05).

3.4.4. Experimento 3

Para analizar estadisticamente los parametros biometricos se llevé a cabo un
andlisis de la varianza, incluyendo el peso inicial como covariable y empleando el

siguiente modelo:

Vi = Bi(Pijr — P.) + i+ A + Dj + ADyj + iy
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El glucdgeno hepético se estudid estadisticamente incluyendo una covariable
también, en este caso el peso del higado, y mediante un andlisis de la varianza siguiendo
el siguiente modelo:

Yijk = ﬁZ(Phigijk - Phlg) + U + Ai + Dj + ADij + gk(ij)

Para el resto de parametros (hematoldgicos, metabdlicos y de calidad de canal y

carne) se realizd un analisis de la varianza siguiendo el siguiente modelo:
Yijk =u + Ai + Dj + ADij + gk(ij)

Para la comparacion de medias se utilizo el test de Bonferroni con un 5% como

nivel de significacion (p<0,05).
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CAPITULO I

EFECTO DE LOS GRADOS DIA DE

AYUNO PREVIOS AL SACRIFICIO

SOBRE LA RESPUESTA DE ESTRES
Y LA CALIDAD DE LA CARNE
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Resultados

4.1.1. Parametros biométricos

En general, todos los parametros biométricos presentaron diferencias
significativas debidas a los grados dia de ayuno. En la Figura 4.1 se presentan las
medias y las comparaciones del peso al sacrificio, crecimiento relativo y coeficiente de
condicion corporal en los diferentes grados dia de ayuno pre-sacrificio. El peso al
sacrificio fue significativamente méas alto en los peces del grupo 3D (385 * 10,2 )
frente a los de los grupos 7D y 9D (366 = 9,7 g y 362 + 7,0 g, respectivamente).
Respecto al crecimiento relativo de los peces en esta prueba, fue estadisticamente mas
bajo en los grupos 7D y 9D (7,8 £ 1,35 % y 9,2 £ 1,07 %, respectivamente) que en el
grupo 3D (15,3 £ 1,69 %). Los animales de los grupos 3D, 4D y 5D no presentaron
diferencias significativas en el coeficiente de condicién corporal, con una media para
los tres grupos de 1,7 £ 0,04, significativamente mayor que el del grupo 9D, con una
media de 1,5 + 0,02.

(9) 500~ p = 0,004 (%) 20 p = 0,003
a
40042 3 55 ab b |, 15 L, 2 ab
300 - b
10 b
200 -
100 - S
o4 L 0
Peso sacrificio Crecimiento relativo
2.0 p =0,001
2 ;a. a ,p ab .
15 b Grados dia de ayuno
[ 3D: 17,2 °C d (3 dias)
1.0 [ 4D: 22,3 °C d (4 dias)
[ 5D: 28,6 °C d (5 dias)
0.5 [ 6D: 35,3 °C d (6 dias)
' [ 7D: 41,8 °C d (7 dias)
I 9D: 55,3 °C d (9 dias)
0.0 -

Coeficiente de
condicién corporal

Figura 4.1. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas del peso al sacrificio,
crecimiento relativo y coeficiente de condicidn corporal con diferentes grados dia de ayuno
pre-sacrificio. Columnas con diferentes letras indican diferencias significativas entre los
distintos grupos (p < 0,05)
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Las medias y las comparaciones del indice digestivo-somatico, contenido
estomacal, indice hepatosomatico y rendimiento canal para los diferentes grados dia de
ayuno pre-sacrificio se presentan en la Figura 4.2. El indice digestivo-somatico mostro
una tendencia (p = 0,06) a disminuir cuanto mayor fueron los grados dia de ayuno pre-
sacrificio. El contenido estomacal fue significativamente mayor en el grupo 3D (22,1 +
5,40 %) que en el resto de los grupos, donde el estdmago tendid a vaciarse a medida que
los grados dia aumentaban. El indice hepatosomético, de forma similar a otros
parametros como el peso al sacrificio o el crecimiento relativo, fue estadisticamente mas
alto en los peces del grupo 3D (2,3 + 0,08 %) que en los de los grupos 7D y 9D, con
medias de 1,9 + 0,08 % y 1,8 + 0,06 %, respectivamente. Por Gltimo, el rendimiento
canal fue menor en los peces del grupo 3D (83,5 =+ 0,60 %) que en los del grupo 7D

(86,6 £ 0,49 %), con valores intermedios y similares entre si en el resto de los grupos.

(%) 15 p =0,06 (%) 30+ p =0,002
N |
10~ 20 -
b b
5 10 = b
i b 2 Grados dia d
raqdos dia de ayuno

AL JL & a4

[ 3D: 17,2 °C d (3 dias)
Indice digestivo-somatico Contenido estomacal O 4D: 22,3 °C d (4 dias)

[ 5D: 28,6 °C d (5 dias)

%) 3= - %) 100 - p =0,005 I 6D: 35,3 °C d (6 dias)
5 IOk, b ab ab ab a ab [ 7D: 41,8 °C d (7 dias)
2 ab sodr= B 9D: 55,3 °C d (9 dias)
T
24
60 -
40 4
1
20 -
o4t o4
indice hepatosomatico Rendimiento canal

Figura 4.2. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas del indice digestivo-
somatico, contenido estomacal, indice hepatosomatico y rendimiento canal con diferentes
grados dia de ayuno pre-sacrificio. Columnas con diferentes letras indican diferencias
significativas entre los distintos grupos (p < 0,05)
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4.1.2. Parametros hematologicos

Todos estos parametros presentaron diferencias significativas debidas a los
grados dia de ayuno pre-sacrificio. En la Figura 4.3 se presentan las medias y las
comparaciones de las concentraciones plasmaticas de cortisol, glucosa y lactato en los
diferentes grados dia de ayuno pre-sacrificio. Los grupos 3D y 4D tuvieron unas
concentraciones plasmaticas de cortisol (19,9 + 2,16 ng/ml y 19,5 + 1,76 ng/ml,
respectivamente), significativamente superiores al resto de los grupos (5D, 6D 7D y
9D). Los niveles de glucosa disminuyeron con los grados dia de ayuno, siendo los peces
del grupo 3D los que estadisticamente presentaron el valor mayor (146 + 12,1 mg/dl).
Sin embargo los niveles del i6n lactato evolucionaron de una forma contraria, con el

valor significativamente mas bajo en el grupo 3D (1,7 £ 0,29 mmol/l).

(ng/ml) 25 - (mg/dl) 200 -
i a p <0,001 p <0,001
da
. L 1504 T
154 b
1004 be
- B 50 -
b b b
odd LI ] o o i odL
Cortisol Glucosa
(mmol/l) 4 - a p <0,001
L. ab ab ab Grados dia de ayuno
3+ b [ 3D: 17,2 °C d (3 dias)
[ 4D: 22,3 °C d (4 dias)
24 & [ 5D: 28,6 °C d (5 dias)
[ 6D: 35,3 °C d (6 dias)
1 [ 7D: 41,8 °C d (7 dias)
M 9D: 55,3 °C d (9 dias)
0_ ||

Lactato

Figura 4.3. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas de la concentracion
plasmaética de cortisol, glucosa y lactato con diferentes grados dia de ayuno pre-sacrificio.
Columnas con diferentes letras indican diferencias significativas entre los distintos grupos

(p<0,001)
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En la Figura 4.4 aparecen reflejadas las medias de la concentracion plasmatica
de triglicéridos y de la actividad enzimética de la enzima creatin fosfoquinasa (CPK) y
sus diferencias segun los grados dia de ayuno pre-sacrificio. Los triglicéridos en plasma
en los animales del grupo 9D fueron mas altos que en los del grupo 5D
(490 % 38,4 mg/dl vs. 341 + 28,2 mg/dl) y en el resto de los grupos se observaron
valores intermedios y similares entre si. La actividad de la enzima CPK sigui6 el mismo
patron que la glucosa disminuyendo con los grados dia de ayuno y observandose los
valores mas altos y méas bajos en los peces de los grupos 3D (1177 £ 169,4 U/l) y 9D
(356 + 47,3 U/l), respectivamente.

(mg/dl) 600 -

400 -

200 -

ab
I

P=0,05 (yn) 1500~
a

1000+

5004

p < 0,001

Grados dia de ayuno
[ 3D:17,2°C d (3 dias)
[ 4D: 22,3 °C d (4 dias)
[ 5D: 28,6 °C d (5 dias)
[ 6D: 35,3 °C d (6 dias)
[ 7D: 41,8 °C d (7 dias)
I 9D: 55,3 °C d (9 dias)

ab ab ab ab
I b
bc bc
" |
[ L e o< .

Triglicéridos Creatin fosfoquinasa

Figura 4.4. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas de la concentracion
plasmatica de triglicéridos y de la actividad enzimatica de la creatin fosfoquinasa con
diferentes grados dia de ayuno pre-sacrificio. Columnas con diferentes letras indican

diferencias significativas entre los distintos grupos (p < 0,05)

4.1.3. Parametros metabélicos

Las medias de las variables de color del higado asi como sus comparaciones en

los diferentes grados dia de ayuno pre-sacrificio se muestran en la Figura 4.5.

Los pardmetros L* y C* no presentaron diferencias significativas debidas a los
grados dia de ayuno, presentando un valor medio en todos los grupos de 34,9 £ 1,18 y
11,7 + 0,51, respectivamente. Sin embargo, el parametro h* se encontré afectado
significativamente por los grados dia de ayuno, disminuyendo a partir de los 28,6 °C d
de ayuno (grupo 5D), siendo mas alto en los grupos 3D y 4D (355 + 1,95 ° vy
39,7 £ 1,96 °, respectivamente) que en el resto de los grupos, con una media general de
258+242°,
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50 - p=0,15 15- p =0,06
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. @@ 7D: 41,8 °C d (7 dias)
I B 9D: 55,3 °C d (9 dias)
0_ S -

h* higado

Figura 4.5. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas de los parametros de color
del higado (L*, C* y h*) con diferentes grados dia de ayuno pre-sacrificio. Columnas con
diferentes letras indican diferencias significativas entre los distintos grupos (p < 0,05)

4.1.4. Parametros de calidad de canal y de carne

En la Figura 4.6 se presentan las medias y las comparaciones del establecimiento
del rigor mortis a las 4 y 24 horas post-mortem y del pH muscular a las 0 horas

post-mortem en los diferentes grados dia de ayuno pre-sacrificio.

Los grados dia de ayuno pre-sacrificio afectaron de manera significativa al
establecimiento del rigor mortis, observandose a las 4 horas post-mortem un valor
significativamente menor en los peces del grupo 3D (38,0 £ 2,08 °) que en los de los
grupos 6D, 7D y 9D (51,2 + 3,41 °, 50,6 £ 3,80 ° y 54,7 = 2,67 °, respectivamente). Sin
embargo, a las 24 horas post-mortem no hubo diferencias entre los seis grupos. El pH
muscular inicial (0 horas post-mortem) fue inferior en los grupos 3D y 4D (7,2 + 0,03 de
media en los dos grupos) que en el resto de los grupos, con una media general de
7,5+0,03.
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Figura 4.6. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas del establecimiento del
rigor mortis (4 y 24 horas post-mortem) y pH muscular (0 horas post-mortem) con diferentes
grados dia de ayuno pre-sacrificio. Columnas con diferentes letras indican diferencias
significativas entre los distintos grupos (p < 0,05)

En cuanto al color del muasculo no se encontraron diferencias significativas
debidas a los grados dia de ayuno en ninguna de las variables asociadas con medidas de
color, L*, C* y h*, con una media general en todos los grupos de 48,8 = 0,85,
14,8 + 0,92 y 65,8 £ 4,82 °, respectivamente.

Las medias de las variables de color de la piel asi como sus comparaciones en
los diferentes grados dia de ayuno pre-sacrificio se muestran en la Figura 4.7. En
relacién al color de la piel, s6lo presentd diferencias significativas con los grados dia de
ayuno el parametro L*, siendo mayor en los grupos 3D y 4D (28,5 + 0,66 y 28,2 + 0,82,
respectivamente) que en los del grupo 9D, que presentaron una media de 25,1 + 0,50.
Los parametros C* y h* no presentaron diferencias significativas debidas a los grados
dia de ayuno, con una media general en todos los grupos de 4,3 + 0,31y 65,6 + 2,67 °,

respectivamente.
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Figura 4.7. Medias (z Error estandar) y comparaciones entre ellas de los parametros de color
de la piel (L*, C* y h*) con diferentes grados dia de ayuno pre-sacrificio. Columnas con
diferentes letras indican diferencias significativas entre los distintos grupos (p < 0,05)
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CAPITULO II

REDUCCION DEL EFECTO DEL
AYUNO PRE-SACRIFICIO SOBRE LA
RESPUESTA DE ESTRES Y CALIDAD

DE LA CARNE
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4.2.1. Parametros biométricos

En general, en todos los parametros biométricos se observé una interaccién
significativa entre la frecuencia de alimentacion y los grados dia de ayuno. La Figura
4.8 presenta las medias del peso al sacrificio, crecimiento relativo y coeficiente de
condicion corporal (CC) para las diferentes frecuencias de alimentacion y grados dia de
ayuno. También se presenta la significacion de los efectos fijos, frecuencia de
alimentacion (FA), grados dia de ayuno (GDA) y la interaccion entre ellos (FA x GDA).
En el peso al sacrificio y en el crecimiento relativo para los peces a los que se
suministraba la alimentacion todos los dias (D), no se observaron diferencias entre los
grados dia de ayuno con un valor medio de 369 £ 9,0 g y 8,2 £ 1,60 %, respectivamente,
en cambio ambos pardmetros disminuyeron al aumentar los grados dia de ayuno en los
alimentados en dias alternos (2D, 397 £+9,9gvs. 372+ 7,19y 22,6 +2,51 % vs. 12,2 +
1,90 %, respectivamente) o cada cuatro dias (4D, 347 + 7,1 gvs. 314+ 749y 135+
1,30 % vs. 2,6 + 2,13 %, respectivamente). EI CC fue similar entre grados dia de ayuno
en los grupos D (1,5 £ 0,03) y 2D (1,4 £ 0,03). Sin embargo, en los peces del grupo 4D
fue mayor a los 24,3 °C dde ayuno que a los 102 °C d (1,5 + 0,03 vs. 1,1 £ 0,03).

PEa < 0,001

(9) 500+ Popa < 0,03101 (%) 30 PEa <<0,(?%:]1
a p =0, a Pepa < U,
4001 ap @& /= b F’::GDA Praxgpa = 0,02
(] 20
300
b b
2004 10- bc pe
1001 Ij [
0- — 0- I'EI
D 2D 4D D 2D 4D
Peso sacrificio Crecimiento relativo
2.0- Pea < 0,001
Pgpa < 0,001
a a a Praxcpa < 0,001

a
1.5- 8 . Frecuencia de alimentacion (FA)

1.0 D: Todos los dias
’ 2D: Dias alternos
4D: Cada cuatro dias

Grados dia de ayuno (GDA)
0.0- O 24,3 °C d (2 dias)

= = - 0] 102 °C d (9 dias)
Coeficiente de condicién corporal

0.5

Figura 4.8. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas del peso al sacrificio,
crecimiento relativo y coeficiente de condicion corporal en diferentes frecuencias de
alimentacion en el altimo mes de engorde (FA) y grados dia de ayuno pre-sacrificio (GDA).
Diferentes superindices indican diferencias significativas entre las distintas frecuencias de
alimentacién y grados dia de ayuno pre-sacrificio (FA x GDA, p < 0,05)
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En la Figura 4.9 se muestran las medias y las comparaciones de medias del
indice digestivo-somatico (DSI), contenido estomacal y rendimiento canal en las
diferentes frecuencias de alimentacion y grados dia de ayuno pre-sacrificio estudiados,
asi como la interaccion entre estos dos factores. El indice digestivo-somatico fue similar
entre grados dia de ayuno en el grupo D, con un valor medio de 10,1 + 0,42 %, pero en
los grupos 2D y 4D el aumento de los grados dia de ayuno produjo una reduccion
significativa en este indice (14,6 £ 0,45 % vs. 9,7 £ 0,39 % y 13,8 + 0,66 % vs. 9,5 +
0,67 %, para 2D y 4D respectivamente). El contenido estomacal fue significativamente
menor en todos los grupos al aumentar los grados dia de ayuno, sin embargo cuando los
grados dia de ayuno fueron de 24,3° C d los peces del grupo D tuvieron
significativamente menor contenido en el estomago (29,0 = 3,59 %) que los de los
grupos 2D y 4D (51,9 + 3,33 % y 63,7 * 3,36 %, respectivamente) que fueron similares
entre ellos. A los 102 °C d de ayuno fue similar en las tres frecuencias de alimentacion,
con una media general de 8,7 + 1,68 %. En los grupos 2D y 4D se incremento el
rendimiento canal a los 102 °C d de ayuno en un 4,96 % y un 6,97 %, respectivamente,
con respecto a los ayunados 24,3 °C d mientras que en los peces del grupo D fue similar

entre los dos grados dia de ayuno, con una media de 84,6 + 0,61 %.

PFa = 0'005

< 0,001
(%) 20- Pooa <0001 (%) 804 Pon < 0,001
PraxcDA = B, a  Praxcoa < 0,001
15+ 2 a 60 a
2 b
J b i
10 qa0{
5 20-
ﬁ c
0- 0 & El
D 2D 4D D 2D 4D
indice digestivo-somatico Contenido estomacal
(%) 1001
R = b b [ Frecuencia de alimentacion (FA)
Pea = 0,01 D: Todos los dias
60 Pgpa < 0,001 2D: Dias alternos
40 Praxcoa = 0,003 4D: Cada cuatro dias
20 Grados dia de ayuno (GDA)
] [ 24,3 °C d (2 dias)
od LI L | L O 102 °C d (9 dias)
D 2D 4D

Rendimiento canal
Figura 4.9. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas del indice digestivo-
somatico, contenido estomacal y rendimiento canal en diferentes frecuencias de alimentacion
en el altimo mes de engorde (FA) y grados dia de ayuno pre-sacrificio (GDA). Diferentes
superindices indican diferencias significativas entre las distintas frecuencias de alimentacion y
grados dia de ayuno pre-sacrificio (FA x GDA, p < 0,05)
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En la Figura 4.10 se reflejan las medias y las comparaciones entre ellas del
indice hepatosomético (HSI). La significacion de los factores frecuencia de
alimentacion (SA) y grados dia de ayuno (GDA) también se muestra, asi como la
interaccion entre ambos (SA x GDA). EI HSI mayor se observé en el grupo 2D a los
24,3 °C d de ayuno (2,1 = 0,12 %), disminuyendo cuando los grados dia de ayuno

fueron 102 °C d, mientras en los deméas grupos se mantuvo en valores similares.

Pra = 0,01

(%) 2.54 a Popa = 0,04
201 I Praxeoa< 0,001 Frecuencia de alimentacion (FA)
b : b 2 D: Todos los dias
1.5 2D: Dias alternos
4D: Cada cuatro dias
1.0 ,
Grados dia de ayuno (GDA)
0.5+
O 24,3 °C d (2 dias)
0.04 = s 4D 0 102 °C d (9 dias)

indice hepatosomatico

Figura 4.10. Medias (£ Error estandar) y comparaciones entre ellas del indice hepatosomatico
en diferentes frecuencias de alimentacion en el Gltimo mes de engorde (FA) y grados dia de
ayuno pre-sacrificio (GDA). Diferentes superindices indican diferencias significativas entre las
distintas frecuencias de alimentacion y grados dia de ayuno pre-sacrificio (FA x GDA, p <
0,05)

4.2.2. Parametros hematologicos

En todos los pardmetros sanguineos se observd una interaccion significativa
entre ambos factores estudiados. Las concentraciones plasmaticas de cortisol y glucosa
para las diferentes frecuencias de alimentacion y grados dia de ayuno pre-sacrificio se
reflejan en la Figura 4.11. La significacién de los efectos fijos, frecuencia de
alimentacion (FA), grados dia de ayuno (GDA) y la interaccion entre ambos factores
(FA x GDA) se muestran también en la misma figura. La concentracion de cortisol
plasmatico en el grupo 2D fue significativamente menor a los 24,3 °C d de ayuno que a
los 102 °C d (15,0 = 2,03 ng/ml vs. 25,8 + 1,36 ng/ml). Sin embargo, en las frecuencias
de alimentacién D y 4D los niveles de cortisol plasmatico fueron similares en ambos
grados dia de ayuno y también similares a los del grupo 2D, con valores intermedios,
21,1 £ 1,66 ng/ml y 21,7 £ 1,50 ng/ml, respectivamente. En el caso de la concentracion
plasmatica de glucosa, en los grupos D y 4D esta concentracién fue mayor cuando los
grados dia de ayuno fueron 24,3 ° C d que cuando fueron 102 °C d (130,8 £ 5,73 mg/dl
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vs. 79,3 = 4,67 mg/dl y 142,5 £+ 5,19 mg/dl vs. 883 £ 6,31 mg/dl, respectivamente),
mientras que los peces del grupo 2D no presentaron diferencias entre grados dia de
ayuno, con una concentracion plasmatica media de 119,3 + 6,77 mg/dl.

Pra = 0,72

=0,01 Pra = 0,06
(ng/ml) 30- I‘;f:AGDA= 0,004 (mgldl) 2007 pgpa < 0,001
b * i ol b ab Praxapa = 0,002
a a
l E i ol l 150' ab ab i
20+ b be
100- o
104
50+
od L1 L 0- ]
D 2D 4D D 2D 4D
Cortisol Glucosa

Frecuencia de alimentacion (FA) Grados dia de ayuno (GDA)

D: Todos los dias [ 24,3°C d (2 dias)

2D: Dias alternos .
4D: Cada cuatro dias 0 102°C d (9 dias)

Figura 4.11. Medias (£ Error estdndar) y comparaciones entre ellas de las concentraciones
plasméticas de cortisol y glucosa en diferentes frecuencias de alimentacion en el Gltimo mes de
engorde (FA) y grados dia de ayuno pre-sacrificio (GDA). Diferentes superindices indican
diferencias significativas entre las distintas frecuencias de alimentacion y grados dia de ayuno
pre-sacrificio (FA x GDA, p < 0,05)

En la Figura 4.12 se reflejan las medias y las comparaciones de medias de la
concentracion plasmatica de lactato y triglicéridos. La significacion de los factores,
frecuencia de alimentacion (FA) y grados dia de ayuno (GDA) asi como la interaccion
entre ellos (FA x GDA) se presenta en la misma figura. No hubo diferencias
significativas en el nivel plasmatico del ion lactato a los 24,3 °C d de ayuno entre las
distintas frecuencias de alimentacion pero a los 102 °C d los peces del grupo D
presentaron significativamente una menor concentracion (14,2 £ 1,32 mmol/l) que los
grupos 2D (36,6 = 2,98 mmol/l) y 4D (29,1 + 2,75 mmol/l). Respecto a la concentracion
plasmatica de triglicéridos, se observo la concentracion mas alta en los peces del grupo
2D y sometidos a 24,3 °C d de ayuno pre-sacrificio (871 + 84,0 mg/dl), mientras que
con estos mismos grados dia de ayuno, el grupo 4D present6 unos valores mayores que
el D (522 £ 24,0 mg/dl vs. 360 + 15,4 mg/dl). Ademas, la concentracion plasmatica de
triglicéridos disminuyd a los 102 °C d de ayuno en los grupos 2D y 4D, manteniéndose

similares en el grupo D a cuando fueron sometidos a menos grados dia de ayuno.
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Figura 4.12. Medias (£ Error estandar) y comparaciones entre ellas de las concentraciones
plasmaticas de lactato y triglicéridos en diferentes frecuencias de alimentacion en el Gltimo mes
de engorde (FA) y grados dia de ayuno pre-sacrificio (GDA). Diferentes superindices indican
diferencias significativas entre las distintas frecuencias de alimentacion y grados dia de ayuno
pre-sacrificio (FA x GDA, p < 0,05)

La Figura 4.13 presenta las medias de la actividad plasmatica de las enzimas
lactato deshidrogenasa (LDH) y CPK para las diferentes frecuencias de alimentacion y
grados dia de ayuno. También se presenta la significacion de los efectos fijos,
frecuencia de alimentacion (FA), grados dia de ayuno (GDA) y la interaccién entre ellos
(FA x GDA). La actividad plasmatica de la LDH mostrd una interaccion significativa
entre ambos factores estudiados, siendo similar en todos los grupos excepto en el 4D a
los 24,3 °C d de ayuno, con un valor de 878 £+ 63,3 U/l, que estadisticamente fue
superior. Sin embargo la actividad plasmatica de la CPK no presentd diferencias
significativas debidas a la frecuencia de alimentacion y a los grados dia de ayuno pre-

sacrificio ni a la interaccion entre ambos factores.
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Figura 4.13. Medias (£ Error estandar) y comparaciones entre ellas de las actividades
plasmaticas de las enzimas lactato deshidrogenasa y creatin fosfoquinasa en diferentes
frecuencias de alimentacion en el Gltimo mes de engorde (FA) y grados dia de ayuno pre-
sacrificio (GDA). Diferentes superindices indican diferencias significativas entre las distintas
frecuencias de alimentacion y grados dia de ayuno pre-sacrificio (FA x GDA, p < 0,05)

O 24,3 °C d (2 dias)
[ 102 °C d (9 dias)

4.2.3. Parametros metabélicos

La concentracion de glucdgeno hepatico tuvo una interaccion significativa entre
los dos factores estudiados (frecuencia de alimentacion y grados dia de ayuno) (Figura
4.14). En los grupos D y 2D la concentracion de glucogeno disminuy6 al aumentar los
grados dia de ayuno, asi pasé de 139,6 + 22,81 mg/g a 47,7 + 11,08 mg/g en el grupo D
y de 1787 £ 22,62 mg/g, concentraciébn mas alta respecto a todos los demas grupos, a
56,7 + 11,07 mg/g en el grupo 2D. Sin embargo, en el grupo 4D esta concentracién fue
similar entre los peces sometidos a 24,3 6 a 102 °C d de ayuno antes del sacrificio, con

un valor intermedio de 108,5 + 18,57 mg/g.

(mglg) 250- =0
a Pepa < 0,001
200 b Praxcpa = 0,003
1504 Frecuencia de alimentacion (FA)
be b D: Todos los dias
100- 2D: Djas alternos
c 4D: Cada cuatro dias
[ ;
50 Grados dia de ayuno (GDA)
Ij 0 24,3°C d (2 dias)
0- O 102 °C d (9 dias)
D 2D 4D

Glucogeno hepatico
Figura 4.14. Medias (£ Error estandar) y comparaciones entre ellas de la concentracion de
glucdgeno hepético en diferentes frecuencias de alimentacién en el Gltimo mes de engorde (FA)
y grados dia de ayuno pre-sacrificio (GDA). Diferentes superindices indican diferencias
significativas entre las distintas frecuencias de alimentacion y grados dia de ayuno pre-
sacrificio (FA x GDA, p < 0,05)
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En la Tabla 4.1 se muestran las medias y las comparaciones de medias de la
concentracion de glucégeno muscular y el ratio IMP/ATP. También se presenta la
significacion de los factores, frecuencia de alimentacion (FA), grados dia de ayuno
(GDA) vy horas post-mortem (HP), asi como la interaccion entre ellos. En la
concentracion de glucégeno muscular se observo una interaccion significativa entre la
frecuencia de alimentacion y los grados dia de ayuno, disminuyendo en el grupo 2D a
los 102 °C d de ayuno respecto a los animales de la misma frecuencia de alimentacion
que solo ayunaron durante 24,3 °C d. En el ratio IMP/ATP solamente se observo una
modificacion significativa por las horas post-mortem, sin que tuvieran ningun efecto
sobre el mismo ni la frecuencia de alimentacion ni los grados dia de ayuno, con valores
mayores a las 24 horas post-mortem que a las 0 horas (0,56 + 0,014 vs. 0,46 £ 0,025).
Tabla 4.1. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas de la concentracion de
glucdgeno muscular (GM, mg/g) y del ratio IMP/ATP (1/A) en los diferentes frecuencias de

alimentacién en el ultimo mes de engorde (FA), grados dia de ayuno pre-sacrificio (GDA) y
horas post-mortem (HP).

Todos los dias (D) Dias alternos (2D) Cada cuatro dias (4D)

24,3°Cd 102 °Cd 243°Cd 102°Cd 24,3°Cd 102 °Cd
(2 dias) (9 dias) (2 dias) (9 dias) (2 dias) (9 dias)

0 12,4+0,92° 17,1+2,45® 21,1+0,81* 9,5#1,21°  11,5+0,88° 13,4+1,23%

GM
24 9,1+0,82  14,6+2,19® 16,4+0,68°  6,3+0,96° 7,8+0,49° 11,4+1,23%¢

0 0,44+0,025 0,48+0,031 0,47+0,036 0,44+0,017 0,44+0,022 0,48+0,022
I/A
24 0,56+0,014 0,58+0,017 0,59+0,019 0,54+0,011 0,56+0,012 0,56+0,011

Significacion (p)

FAXGDA FAxHP GDAXxHP FAXxGDAXHP

GM 0,011 0,17 <0,001 <0,001 0,76 0,36 0,96

I/A 0,94 0,97 <0,001 0,06 0,93 0,20 0,87

abe Diferentes superindices indican diferencias entre las medias de la misma fila (p < 0,05). *¥
Diferentes superindices indican diferencias significativas entre las medias de la misma columna
(p <0,05).

Las medias de los parametros relacionados con el color de las agallas (L*, C* y
h*) se muestran en la Figura 4.15. También se presenta la significacion de los efectos
fijos, frecuencia de alimentacion (FA), grados dia de ayuno (GDA) y la interaccién
entre ellos (FA x GDA).
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El valor de L* en las agallas se encontro afectado significativamente por la
frecuencia de alimentacion, siendo mayor en el grupo 4D (39,0 + 1,50) que en los peces
de los grupos D (35,4 + 1,04) y 2D (36,2 = 1,16), y por los grados dia de ayuno, con un
valor més alto a los 24,3 °C d que a los 102 °C d de ayuno (38,6 + 1,33 vs. 35,1 + 0,83).
En relacion al parametro C*, los peces del grupo 4D presentaron un valor menor a los
24,3 °C d que a los 102 °C d de ayuno (14,1 + 0,84 vs. 19,4 + 0,59), mientras que los
grupos D y 2D no mostraron diferencias significativas entre grados dia de ayuno, con
unos valores medios de 18,8 + 0,81 y 18,3 £ 0,73, respectivamente. El parametro h* en
las agallas presentd diferencias significativas entre grados dia de ayuno con un valor
mayor a los 24,3 °C d que a los 102 °C d de ayuno en todos los grupos (33,1 + 1,88 ° vs.
29,5+ 0,64 °).

Pra = 0,04

= 0,004 Pra = 0,03
sGDA o Pepa < 0,001
50- FAxGDA = Y 25- Praxcpa = 0,003
40+ T = 201 2 & & =
30- 15- 2
20 10+
104 51
0- — — od L - -
D 2D 4D D 2D 4D
L* agallas C* agallas
o) £ Pra= 0,06
(°) 50 Popa = 0,02
0 Praxcpa = 0,49 . . ..
Frecuencia de alimentacién (FA)
30- D: Todos los dias
2D: Dias alternos
204 4D: Cada cuatro dias
10- Grados dia de ayuno (GDA)
o O 24,3 °C d (2 dias)
D 2D 4D [ 102 °C d (9 dias)

h* agallas

Figura 4.15. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas de los parametros de color
de las agallas (L*, C* y h*) en diferentes frecuencias de alimentacion en el Gltimo mes de
engorde (FA) y grados dia de ayuno pre-sacrificio (GDA). Diferentes superindices indican

diferencias significativas entre las distintas frecuencias de alimentacion y grados dia de ayuno

pre-sacrificio (FA x GDA, p < 0,05)
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4.2.4. Parametros de calidad de canal y de carne

Las medias y comparaciones entre ellas de los parametros de calidad de canal y
de carne (rigor mortis, pH muscular y color del musculo) se muestran en la Tabla 4.2.
La significacién de los factores, frecuencia de alimentacion (FA), grados dia de ayuno
(GDA) vy horas post-mortem (HP) y la interaccion entre ellos también aparecen

reflejados.

El rigor mortis present6 una interaccion triple entre todos los efectos fijos, con
valores similares a las 0 horas post-mortem que aumentaron significativamente a las 24
horas. A los 102 °C d de ayuno, los peces del grupo D y 2D presentaron un angulo

menor que los del grupo 4D.

En el pH muscular se observé una triple interaccion entre todos los efectos fijos
(frecuencia de alimentacion, grados dia de ayuno y horas post-mortem), siendo mas alto
su valor en el momento inicial (O horas post-mortem) cuando fueron sometidas las
truchas a 102 ° C d de ayuno independientemente de la frecuencia de alimentacion al
que fueran sometidas en el mes previo al sacrificio (D, 2D y 4D). Ademas, fue mayor a
las 24 horas post-mortem en los peces ayunados durante 102 °C d antes del sacrificio
gue en los sometidos a un ayuno de 24,3 °C d, no habiendo diferencias significativas en
el grupo 2D sometido a 102 °C d de ayuno entre los tres tiempos en que se valoré el pH
muscular, mientras que en los otros grupos de frecuencia de alimentacion y grados dia

de ayuno a las 24 horas post-mortem si se observé un descenso en el pH muscular.

Respecto al color del musculo, el pardmetro L* no fue afectado de manera
significativa por la frecuencia de alimentacion o los grados dia de ayuno, presentando
solo diferencias significativas debidas a las horas post-mortem, con un valor menor de
este parametro a las 0 horas que a las 24 horas post-mortem (47,2 + 0,95 vs.
48,8 + 0,73). El parametro C* en el musculo presento diferencias significativas debidas
a la frecuencia de alimentacion, siendo mayor en el grupo D (21,7 + 1,08) que en los
peces de los grupos 2D (19,1 + 0,90) y 4D (18,8 + 1,12). Las horas post-mortem
tambiéen influyeron de forma significativa en el parametro C* del musculo con valores
mas altos de este parametro a las 0 horas que a las 24 horas post-mortem
(21,3 £ 1,04 vs. 18,4 + 1,03). El pardmetro h* en el masculo no se encontréd afectado

significativamente por ninguno de los factores estudiados.
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Tabla 4.2. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas de los distintos parametros
estudiados relacionados con la calidad de la canal y de la carne (rigor mortis, RM, °; pH
muscular y color del musculo: L*, C* y h*) en diferentes frecuencias de alimentacion en el
altimo mes de engorde (FA), grados dia de ayuno pre-sacrificio (GDA) y horas post-mortem

(HP).

Todos los dias (D)

2 dias

9 dias

Dias alternos (2D)

2 dias

9 dias

Cada cuatro dias (4D)

2 dias

9 dias

0
RM

24

0
pH 2

24

Color
Musculo

0
L*

24

0
C*

24

0
h*

24

(24,3°Cd)
32,7+0,82Y

86,7+1,10%*
6,910,040
6,7+0,03%*

6,3+0,01%Y

48,0+0,94
48,5+0,56
22,7121
20,8+1,13
57,7+0,83

55,7+0,88

(102 °C d)
33,5+0,98Y

89,7+0,32%*
7,0+0,02%*
7,0+0,07%*

6,7+0,03*Y

47,4+0,83
47,3+0,45
24,0+0,90
19,2+1,08
57,8+0,93

58,1+0,81

(24,3°Cd)
35,6+1,23Y

86,7+1,17%*
6,8+0,04°~
6,7+0,05"*

6,2+0,01°Y

47,1+0,95
48,3+0,76
19,9+0,94
18,6+1,05
58,6+1,82

55,7+1,45

Significacion (p)

FA x GDA

(102 °C d)
34,6+0,81Y

90,02~
6,8+0,03°
6,8+0,03*

6,7+0,01%

46,0+0,87
48,7+0,82
21,0+0,89
17,1+0,72
59,0+0,89

60,0+1,36

FA X HP

(24,3°Cd)
35,4+1,17Y

84,2+1,16"~
6,7+0,03>
6,6+0,05°*

6,3+0,02°Y

48,6+1,51
49,3+1,03
19,7+1,41
16,1+1,06
53,0%7,72

49,9+7,31

GDA x HP

(102 °C d)
31,7+0,68"

89,8+0,24%*
6,8+0,03%*
6,7+0,04"%

6,7+0,01%Y

46,4+0,61
50,7+0,77
20,5+0,89
18,8+1,13
58,0+1,32

57,0+2,31

FA x GDA x HP

RM 0,06
pH <0,001
Color
Musculo
L* 0,13
Cc* 0,003
h* 0,29

0,013

<0,001

0,30
0,45

0,12

<0,001

<0,001

0,004
<0,001

0,55

0,73

0,18

0,89
0,34

0,62

0,33

<0,001

0,16
0,86

0,97

<0,001

<0,001

0,15
0,32

0,50

0,021

0,002

0,27
0,19

0,98

ab Diferentes superindices indican diferencias entre las medias de la misma fila (p < 0,05). *¥
Diferentes superindices indican diferencias significativas entre las medias de la misma columna

(p <0,05).
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La capacidad de retencidon de agua del musculo mostr6 una tendencia en la
interaccion entre la frecuencia de alimentacién y los grados dia de ayuno (p = 0,07),
siendo en el grupo 4D significativamente mayor a los 24,3 °C d de ayuno
(68,9 £ 1,35 %) que a los 102°Cd (61,1 £ 1,64 %), mientras que en los grupos D y 2D no
hubo diferencias significativas entre grados dia de ayuno, con unos valores medios de
67,7+1,41 %y 66,6 £ 1,72 %, respectivamente (Figura 4.16).

Pra = 0,21
(%) 801 a b a Pcpa = 0,004
ab 2 ab =  Praxcoa= 0,07
601 r

Frecuencia de alimentacion (FA)

404 D: Todos los dias
2D: Dias alternos
4D: Cada cuatro dias

- Grados dia de ayuno (GDA)
O 24,3 °C d (2 dias)
0- . '
D 2D 4D [ 102 °C d (9 dias)

Capacidad de retencion de agua

Figura 4.16. Medias (+ Error estdndar) y comparaciones entre ellas de la capacidad de
retencion de agua del masculo en diferentes frecuencias de alimentacion en el Gltimo mes de
engorde (FA) y grados dia de ayuno pre-sacrificio (GDA). Diferentes superindices indican
diferencias significativas entre las distintas frecuencias de alimentacion y grados dia de ayuno
pre-sacrificio (FA x GDA, p < 0,05)

Las medias de los distintos pardmetros relacionados con el color de la piel (L*,
C* y h*) se muestran en la Figura 4.17. También se presenta la significacion de los
efectos fijos, frecuencia de alimentacién (FA), grados dia de ayuno (GDA) vy la
interaccion entre ellos (FA x GDA). En el caso del color de la piel, la luminosidad (L*)
no se encontr6 modificada con los grados dia de ayuno en el grupo D, con un valor
medio de 29,8 + 1,60, mientras que en los grupos 2D y 4D fue mayor en aquellos peces
sometidos a 24,3 °C d de ayuno pre-sacrificio que en los sometidos a 102 °C d
(31,2 £ 1,67 vs. 239 £ 0,75 y 35,2 = 1,95 vs. 25,0 £ 0,84, respectivamente). El
parametro C* fue similar entre grados dia de ayuno en los peces de los grupos D y 4D,
con unos valores medios de 7,7 = 0,64 y 7,0 = 0,45, respectivamente, pero en los peces
del grupo 2D fue significativamente mayor a los 24,3 °C d que a los 102 °C d de ayuno
(76 £ 0,62 vs. 5,0 £ 0,53). Los valores de h* en la piel presentaron diferencia
significativas debidas a los grados dia de ayuno, siendo menores sus valores a los
24,3°Cdquealos 102 °C d de ayuno (74,0 £2,91 ° vs. 78,5 + 0,43 °).
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Pea= 0,18
pggA < 0,001 Pra =_0,05
404 a Praxepa=001 107 a Peoa = 0,03
: ab i ol T a a  Praxcpa=0,001
ol P abc T g{ ab I -l
c bc ab
6- b
20
4_

104 5.

od L L 0- = -

D 2D 4D D 2D 4D
L* piel C* piel
o Pra = 0,07
( ) 1001 pGDA = 0,02
80 PraxGpa = 0,15
1 - e —— - - . s
. Frecuencia de alimentacion (FA)
60+ D: Todos los dias
2D: Dias alternos

404 4D: Cada cuatro dias
204 Grados dia de ayuno (GDA)

od L L L 1L [ | [ 24,3 °C d (2 dias)

D 2D 4D 0 102 °C d (9 dias)

h* piel

Figura 4.17. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas de los parametros de color
de la piel (L*, C*y h*) en las diferentes frecuencias de alimentacion en el Gltimo mes de
engorde (FA) y grados dia de ayuno pre-sacrificio (GDA). Diferentes superindices indican
diferencias significativas entre las distintas frecuencias de alimentacion y grados dia de ayuno
pre-sacrificio (FA x GDA, p < 0,05)
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CAPITULO I

EFECTO DEL AYUNO Y DEL
DESPESQUE PRE-SACRIFICIO
SOBRE LA RESPUESTA DE ESTRES
Y LA CALIDAD DE LA CARNE
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4.3.1. Parametros biométricos

En la Figura 4.18 aparecen reflejadas las medias y las comparaciones entre ellas
del peso al sacrificio y coeficiente de condicion corporal. Ademas la significacion de los
efectos fijos ayuno (A) y despesque (D) pre-sacrificio, asi como la interaccion entre

ambos (A x D), también se presenta en la misma figura.

El peso al sacrificio no presentd diferencias significativas debidas al ayuno ni al
despesque previo al sacrificio, con una media general en todos los grupos de
324 + 7,7 g. El coeficiente de condicion corporal fue afectado significativamente por el
ayuno, siendo mayor en los peces no sometidos a un ayuno pre-sacrificio que en los
sometidos a un ayuno de 135,6 °C d (1,11 £ 0,018 vs. 1,06 + 0,013).

Pa=0,21 pa=0,002
(9) 400 Po=041 o pp = 0,86
g T Paxp = 0137 " a Paxp = 0,87
— " prn —— b
3004 | — — | | I
1.0-
200+
0.5
100+
. 0.0- .
Sin ayuno Ayuno Sin ayuno Ayuno
Peso sacrificio Coeficiente de condicién corporal

Despesque (D)
O ND: Sin despesque
O D: Despesque

Figura 4.18. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas del peso al sacrificio y el
coeficiente de condicion corporal para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio
(D). Diferentes superindices indican diferencias significativas entre los distintos grupos (p <

0,05)

Las medias y las comparaciones del indice digestivo-somatico, contenido
estomacal, indice hepatosomatico y rendimiento canal aparecen reflejadas en la
Figura 4.19 junto con la significacion de los efectos fijos estudiados, ayuno (A) y

despesque (D) pre-sacrificio y la interaccién entre ambos (A x D).

El indice digestivo-somatico, contenido estomacal, indice hepatosomatico y
rendimiento canal se vieron afectados de forma significativa por el ayuno. Tanto el
indice digestivo-somatico como el contenido estomacal fueron mayores en los peces sin

ayuno pre-sacrificio que en los sometidos a un ayuno de 1356 °C d
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(10,1 + 0,43 % vs. 7,1 £ 0,18 % y 46,1 + 4,97 % vs. 7,5 £ 1,11 %, respectivamente). El
indice hepatosomaético estuvo significativamente afectado por el ayuno, siendo mayor
en los peces sin ayuno pre-sacrificio que en los sometidos a un ayuno de 135,6 °C d
(1,54 £ 0,035 % vs. 1,46 £ 0,042 %). Sin embargo, el rendimiento canal fue menor en
los peces no sometidos a ayuno que en los ayunados durante 1356 °C d
(88,0 £ 0,46 % vs. 91,1 £ 0,19 %).

< 0,001
(%) 151 Az 070 (%)607 a

_ pa < 0,001
a Paxp = 0,11 | T sk | Pp = 0,92
—— prD=0123
10+ | == | b 404

Pr—

54 20+ b
0- 0- | | -
Sin ayuno Ayuno Sin ayuno Ayuno
indice digestivo-somatico Contenido estomacal Despesque (D)
pa= 0,04 [ ND: Sin despesque
pp = 0,58 a O D: Despesque
(%) 2.04 a Paxp=0,11(%) 100+ b
== == =TT T
e — ao_
1.5 = pa < 0,001
60 Pp = 0,55
1.0- Paxp = 0,17
40
0.5 o
0.0- - 0- -
Sin ayuno Ayuno Sin ayuno Ayuno
indice hepatosomatico Rendimiento canal

Figura 4.19. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas del indice digestivo-
somatico, contenido estomacal, indice hepatosomatico y rendimiento canal para el efecto del
ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio (D). Diferentes superindices indican diferencias
significativas entre los distintos grupos (p < 0,05)

4.3.2. Parametros hematologicos

Las medias y las comparaciones de las concentraciones plasmaticas de cortisol,
glucosa y lactato aparecen reflejadas en la Figura 4.20 junto con la significacion de los
efectos fijos estudiados, ayuno (A) y despesque (D) pre-sacrificio y la interaccion entre
ambos (A x D).

La concentracion de cortisol plasmatico estuvo significativamente afectada por

el ayuno y el despesque pre-sacrificio, siendo mayor en las no ayunadas respecto a las
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sometidas a un ayuno de 135,6 °C d (20,5 = 1,08 ng/ml vs. 16,7 £ 0,77 ng/ml) y en las
truchas del grupo D frente a las del ND (24,4 + 0,56 ng/ml vs. 12,8 £ 1,29 ng/ml).

Ademas, se observo una tendencia (p = 0,09) en la interaccion entre el ayuno y el
despesque pre-sacrificio, de manera que en el grupo D no hubo diferencias entre las
sometidas a ayuno y las que no lo fueron, mientras que en los peces que no fueron
sometidos a un despesque de 20 min (ND), el valor de cortisol fue superior en los no
ayunados que en aquellos ayunados durante 135,6 °C d (15,6 + 1,45 ng/ml vs.
10,1 + 1,12 ng/ml). Los niveles de glucosa en plasma se vieron afectados de forma
significativa por el despesque pre-sacrificio, siendo mayores en los peces del grupo D
que en el grupo ND (114,0 £ 5,13 mg/dl vs. 75,1 £ 2,05 mg/dl). De la misma forma, la
concentracion plasmatica del i6n lactato se encontré también afectada por el despesque
pre-sacrificio con valores mayores en el grupo D que en las truchas del grupo ND (7,0 =
0,39 mmol/l vs. 5,1 = 0,25 mmol/l). Junto a ello se observaron diferencias significativas
debidas al ayuno, siendo menor la concentracion de este idn en las truchas sometidas al
ayuno respecto a las no ayunadas (5,3 £ 0,32 mmol/l vs. 6,8 + 0,32 mmol/l).

pa = 0,004 a PA: 3'331
(ng/ml) 30 Pp < 0,001 (mg/di) 150- Po = 027
a  Ppaxp=0,09 Paxp = &
—— b
s —_ —
201 b 1004
T —
c
10+ _— 50

0 - 0- .

Sin ayuno Ayuno Sin ayuno Ayuno

Cortisol Glucosa
a b
(mmol/1) 10 ] [ pa < 0,001
b (- Pp < 0,001

8- - | a Paxp = 0,89

- -
6 Despesque (D)
4- [ ND: Sin despesque
, [ D: Despesque
0- -

Sin ayuno Ayuno

Lactato

Figura 4.20. Medias (£ Error estdndar) y comparaciones entre ellas de la concentracion

plasmaética de cortisol, glucosa y lactato para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-

sacrificio (D). Diferentes superindices indican diferencias significativas entre los distintos
grupos (p < 0,05)
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La Figura 4.21 presenta las medias de la concentracion plasmatica de
triglicéridos y la actividad plasmatica de la enzima CPK para el efecto del ayuno y
despesque pre-sacrificio. También se presenta la significacion de los efectos fijos,

ayuno (A) y despesque pre-sacrificio (D), asi como la interaccion entre ambos (A x D).

Los valores de triglicéridos en plasma fueron significativamente menores en las
truchas ayunadas durante 135,6 °C d que en las que no tuvieron periodo de ayuno pre-
sacrificio (177 = 14,1 mg/dl vs. 362 = 39,0 mg/dl). Finalmente, la actividad de la CPK
presentd una tendencia (p = 0,08) en la interaccion entre el ayuno y despesque pre-
sacrificio. En el grupo D no hubo diferencias entre las sometidas a ayuno y las que no lo
fueron, sin embargo, en los peces del grupo ND el valor de esta enzima fue inferior en
aquellos ayunados durante 1356 °C d que en los no ayunados
(276 £ 74,4 U/l vs. 825 + 211,6 U/).

a pA< 0701 Pa = 0,09
(mg/dl) 500- Pp=0,07  (U/)1500- pp = 0,31
T Paxp = 0,13 Paxp = 0,08
400+ a
300+
b T T
200' — ——
| I 500 b
100+ - -
) Sin ayuno Ayuno ) Sin ayuno Ayuno
Triglicéridos Creatin fosfoquinasa
Despesque (D)

[ ND: Sin despesque
[ D: Despesque

Figura 4.21. Medias (£ Error estandar) y comparaciones entre ellas de la concentracion
plasmatica de triglicéridos y la actividad plasmética de la enzima creatin fosfoquinasa para el
efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio (D). Diferentes superindices indican
diferencias significativas entre los distintos grupos (p < 0,05)

122



Resultados

4.3.3. Parametros metabdlicos

La concentracion de glucdgeno en el higado present6 diferencias significativas
debidas al ayuno, siendo mayor en los peces sin ayuno pre-sacrificio que en aquellos
sometidos a 135,6 °C d de ayuno (106,6 + 12,31 mg/g vs. 39,2 + 4,97 mg/g)
(Figura 4.22).

(mg/g) 150 a

pa < 0,001
Pp = 0,79
‘ T L ‘ Paxp = 0,22
100+
b Despesque (D)
50- — [ ND: Sin despesque
—_ [ D: Despesque
0- ,
Sin ayuno Ayuno

Glucdgeno hepatico

Figura 4.22. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas del glucégeno hepatico
para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio (D). Diferentes superindices indican
diferencias significativas debidas al ayuno (p < 0,05)

La Tabla 4.3 muestra las medias del glucégeno muscular y el ratio IMP/ATP a
las 0 y 48 horas post-mortem. La significacion de los efectos, ayuno (A) vy

despesque (D) pre-sacrificio, asi como la interaccion entre ellos también se muestran.

En el glucogeno muscular a las 0 horas post-mortem se observé un efecto
significativo del ayuno, siendo mayor en los peces sometidos a ayuno que en los no
ayunados (3,6 £ 0,83 vs. 1,6 £ 0,37 mg/g), mientras que a las 48 horas post-mortem no
hubo diferencias significativas debidas a ninguno de los factores estudiados. El ratio
IMP/ATP no presentd diferencias significativas debidas a los factores estudiados (ayuno

y despesque pre-sacrificio) ni a las 0 ni a las 48 horas post-mortem.
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Tabla 4.3. Medias (x Error estandar) y comparaciones entre ellas del glucégeno muscular
(GM, mg/g) y ratio IMP/ATP (I/A) para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio
(D) a las 0y 48 horas post-mortem.

Ayuno
(135,6 °C d)

ND A D AxD

Sin ayuno

Significacion (p)

GMO 1,8+0,44 1,4+0,31 4,4+0,98 2,8+0,69 0,004 0,15 0,32
GM48 2,0+0,60 1,9+0,30 2,6+0,49 2,6+0,49 021 091 0,90
I/A0  1,33%#0,015 1,37+0,014 1,32+0,018 1,32+0,017 0,06 0,29 0,12

I/A48 1,41+0,011 1,420,010 1,400,013  1,41+0,010 053 0,18 0,89

Las medias y las comparaciones de medias de los parametros relacionados con el
color del higado (L*, C* y h*), asi como la significacion de los efectos fijos estudiados,
ayuno (A) y despesque (D) pre-sacrificio y la interaccion entre ambos (A x D) se

presentan en la Figura 4.23.

El parametro L* y C* presentaron una interaccion significativa entre el ayuno y
el despesque pre-sacrificio. Respecto a la luminosidad o L*, en el grupo ND fue mayor
en los peces no ayunados respecto a los sometidos a ayuno (39,5 = 0,67 vs. 34,0 + 0,92),
mientras que en los peces del grupo D se mantuvieron valores similares entre no
ayunados y ayunados, con una media general de 39,6 + 0,83. El parametro C* en el
higado en los peces sometidos a ayuno fue menor en el grupo ND que en los peces del
grupo D (18,3 = 0,83 vs. 21,7 + 0,44), mientras que en los peces no ayunados fue
similar entre el grupo ND y D y menor al parametro C* de los peces ayunados, con una
media general de 15,5 + 0,45. El pardmetro h* presentd diferencias significativas
debidas al ayuno, siendo mayor en los peces no ayunados que en los sometidos a ayuno
(48,3 £ 1,37 °vs. 44,0 £ 1,62 °), y al despesque pre-sacrificio, con un pardmetro h* en
el higado mayor en los peces del grupo D que en los del grupo ND
(48,7 +1,22°vs. 43,6 + 1,77°).
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—— Paxp = 0,28
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a a a Pp= 0,008 Pp= 0,003
40+ b m—_  Paxp=0,01 20 b Paxp = 0,002
= c
c
30+ 154
20+ 10+
10+ 5
0- ; 0- -
Sin ayuno Ayuno Sin ayuno Ayuno
L* higado C* higado
a b
(°) 60+ b pa = 0,006
a pp = 0,001

20+

Sin ayuno Ayuno
h* higado

Figura 4.23. Medias (£ Error estandar) y comparaciones entre ellas de los parametros
relacionados con el color (L*, C* y h*) del higado para el efecto del ayuno (A) y del despesque
pre-sacrificio (D). Diferentes superindices indican diferencias significativas debidas al ayuno
(p <0,05).

4.3.4. Parametros de calidad de canal y de carne

Las medias y comparaciones entre ellas del establecimiento del rigor mortis a
las 0, 5, 24 y 48 horas post-mortem, asi como las diferencias entre estos tiempos, se
muestran en la Tabla 4.4. En la tabla también se presentan las significaciones de los

efectos ayuno (A) y despesque (D) pre-sacrificio y la interaccién entre ellos (A x D).

El angulo del rigor mortis a las 0 horas post-mortem present6 una interaccion
significativa entre el ayuno y el despesque pre-sacrificio, siendo mayor en el grupo ND
que en los peces del grupo D cuando ambos grupos fueron sometidos a un ayuno de
135,6 °C d, mientras que en los peces no ayunados el angulo fue similar en ambos
grupos con una media general de 47,4 £ 2,13 °. A las 5 horas post-mortem se alcanzo el
angulo maximo de rigor en general en todos los grupos (90 °), sin diferencias
significativas debidas a ninguno de los factores. A las 24 horas post-mortem hubo de
nuevo una interaccion significativa entre los dos factores estudiados mencionados
anteriormente, siendo el angulo mayor en los grupos que no fueron sometidos a ayuno

en el grupo D que en los peces del grupo ND, mientras que en los peces ayunados el
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angulo fue similar en ambos grupos con una media general de 87,1+ 0,61 °. Finalmente,
a las 48 horas post-mortem el angulo del rigor fue influido significativamente por el
ayuno, siendo mayor en los peces sometidos a ayuno que en los no ayunados
(77,6 £ 1,36 ° vs. 69,7 + 2,75 °), y por el despesque pre-sacrificio, con un angulo mayor
en el grupo D que en los peces del grupo ND (76,4 + 1,81 ° vs. 70,9 + 2,30 °). En cuanto
a las diferencias entre horas post-mortem, entre las 0 y 5 horas post-mortem, el &ngulo
del rigor presentd una interaccion significativa entre el ayuno y el despesque pre-
sacrificio, siendo el angulo mayor en los grupos sometidos a un ayuno de 135,6 °C d en
el grupo D que en los peces del grupo ND, mientras que en los peces no ayunados el
incremento del &ngulo fue similar en ambos grupos con una diferencia media general de
42,0 + 2,13 °. Entre las 5 y 24 horas post-mortem no hubo diferencias significativas para
ninguno de los factores estudiados. Por ultimo, entre las 24 y 48 horas post-mortem la
diferencia en el angulo fue afectada significativamente por el ayuno, siendo mayor esta
diferencia en los peces no ayunados que en los sometidos a ayuno
(-17,9 £ 2,72 ° vs. -9,9 £ 1,75 °), y por el despesque pre-sacrificio, con una diferencia
mayor en el grupo ND que en los peces del grupo D (-16,7 + 2,36 ° vs. -11,1 £ 2,12 °).

Tabla 4.4. Medias (£ error estdndar) y comparaciones entre ellas del establecimiento del rigor

mortis (RM, °) en distintas horas post-mortem (0, 5, 24 y 48 horas) y las diferencias entre estos
tiempos (Dif, °) para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio (D).

Ayuno
(135,6 °C d)

ND D) ND D) A D) AxD

Sin ayuno

Significacion (p)

RMO 45,0£1,78%  49,7+2.49% 516+1,17%  43,6+1,93* 0,90 0,37 0,001
RM5 88,7+0,64 90,0 90,0 90,0 0,05 0,05 0,05
RM24 85,4+1,16° 87,9+0,54* 87,6£0,57® 86,5+0,65® 0,60 0,39 0,019
RM48 65,7£2,96  73,7+2,54  76,1+165 79,2+1,07 0,001 0,015 0,27
Dif 0-5  43,7+1,78® 40,3+2,49% 37,8+154° 47,8+2,44* 0,69 0,12 0,002
Dif 5-24 -3,3+1,06 -2,1+0,54 -2,4+0,57  -3,53+0,65 0,75 0,98 0,11

Dif 24-48  -22,0+2,71 -13,8+2,74 -115+2,01 -8,3*1,50 0,001 0,017 0,29

b Diferentes superindices indican diferencias entre las medias de la misma fila (p < 0,05).
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En la Tabla 4.5 se presentan las medias y las comparaciones del pH muscular a
las 0 y 48 horas post-mortem y los pardmetros relacionados con el color del musculo a
las 0 y 24 horas post-mortem para el efecto del ayuno y del despesque pre-sacrificio

junto con la significacion de estos factores y de su interaccion.

El pH muscular a las 0 horas post-mortem fue mayor de forma significativa en
los peces del grupo D que en el grupo ND (6,76 + 0,021 vs. 6,62 + 0,031), mientras que
a las 48 horas post-mortem se observé una interaccion significativa entre ambos
factores, ayuno y despesque pre-sacrificio, con un pH mayor en los peces del grupo D y
sometidos a ayuno respecto a los peces del mismo grupo pero no ayunados y con un
valor similar de pH muscular en el grupo ND entre peces ayunados y no ayunados, con
una media general de 6,19 = 0,026.

Respecto a los parametros de color del musculo, en el parametro L* a las 0 horas
post-mortem se observaron diferencias significativas debidas al despesque pre-sacrificio
con una media mayor en el grupo ND que en los peces del grupo D
(47,4 £ 1,46 vs. 43,9 + 0,93), mientras que a las 24 horas post-mortem, el indice L* fue
afectado significativamente por el ayuno, siendo mayor en los peces no ayunados que en
aquellos sometidos a ayuno (41,4 + 1,06 vs. 36,5 = 1,13), y por el despesque pre-
sacrificio, con un valor mayor de este parametro en el grupo D que en los peces del
grupo ND (40,5 + 1,14 vs. 37,3 + 1,05). El parametro C* en el musculo fue afectado
significativamente por el ayuno tanto a las 0 como a las 24 horas post-mortem, siendo
mayor en los peces no ayunados respecto a los sometidos a un ayuno de 135,6 °C d en
los dos tiempos mencionados anteriormente (14,8 + 0,88 vs. 11,7 = 0,75 y
11,5+ 0,75 vs. 9,1 + 0,69, respectivamente). EI pardmetro h* en el misculo no presentd
diferencias significativas para los factores estudiados (ayuno y despesque pre-sacrificio)

ni a las 0 ni a las 24 horas post-mortem.
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Tabla 4.5. Medias (x error estandar) y comparaciones entre ellas de los distintos parametros
estudiados relacionados con la calidad de la carne (pH muscular y color del musculo: L*, C*y
h*) para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio (D) en distintas horas post-
mortem (pH: 0y 48 horas; Color musculo: 0y 24 horas).

. Ayuno P,
Sin ayuno (135.6 °C d) Significacion (p)

\|D) ND D) A D) AxD

pHO 6,71+0,035 6,76+0,021 6,54+0,027 6,77+0,022 0,20 0,022 0,17

pH48  6,14+0,035" 6,09+0,040° 6,23+0,018* 6,31+0,027% <0,001 0,59 0,040

Color
musculo

L*0 46,0+1,24 43,6+1,01 48,7+1,68 44,1+0,85 0,20 0,007 0,37
L*24 40,1+1,04 42,6+1,09 34,5+1,07 38,4+1,19 <0,001 0,005 0,55
C*0 15,3+0,90 14,3+0,86 11,0+0,92 12,3+0,59 0,001 0,86 0,15
C*24 11,2+0,87 11,8+0,64 8,3+0,51 9,8+0,87 0,002 0,18 0,56
h*0 67,8+2,04 69,0+1,96 73,1+3,22 65,0+2,29 0,80 0,16 0,06

h*24 66,7+2,92 68,1+2,65 69,9+3,67 70,3%3,28 040 0,78 087

abe Diferentes superindices indican diferencias entre las medias de la misma fila (p < 0,05).

(mg MDA/ , -_
g carne) L Pa = 0,04
a pp =0,38
Paxp = 0,99
1.0 T T
b
‘ T ‘ Despesque (D)
0.51 L O ND: Sin despesque
[ D: Despesque
0.0- -
Sin ayuno Ayuno

TBARs

Figura 4.24. Medias (+ Error estandar) y comparaciones entre ellas de los niveles de TBARs en
musculo para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio (D). Diferentes superindices
indican diferencias significativas debidas al ayuno (p < 0,05).
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En relacion a la oxidacion lipidica muscular se ha observado que el ayuno afecto
significativamente a los compuestos que reaccionan con el &cido tiobarbitdrico
(TBARS), siendo mayor en los peces no ayunados que en los sometidos a 135,6 °C d de
ayuno (0,86 + 0,211 mg MDA/g carne vs. 0,52 £+ 0,094 mg MDA/g carne) (Figura 4.24).

En las Tablas 4.6, 4.7 y 4.8 se presentan las medias del porcentaje en musculo de
acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, respectivamente, a las 0
horas post-mortem. La significacion de los factores ayuno (A) y despesque pre-

sacrificio (D), asi como la interaccion entre ambos (A x D) también se muestra.

Respecto a los &cidos grasos saturados, a las 0 horas post-mortem, su
porcentaje total (SFA) no presentd diferencias significativas debida a ninguno de los
factores estudiados, ayuno y despesque pre-sacrificio.

En referencia a acidos grasos saturados concretos a las 0 horas post-mortem, el
ayuno influyé de forma significativa en la proporcion de &cido pentadecanoico (C15:0),
acido margérico (C17:0) y acido araquidico (C20:0), de manera que los peces sin ayuno
previo al sacrificio presentaron mayores proporciones de C17:0 y C20:0 que los
ayunados durante 1356 °C d (0,222 + 0,008 % vs. 0,201 + 0,010 % vy
0,273 £ 0,005 vs. 0,264 + 0,004 %), mientras que los peces sometidos a 135,6 °C d de
ayuno pre-sacrificio presentaron mayores proporciones de C15:0 que los no ayunados
(0,228 + 0,004 % vs. 0,218 = 0,002 %). Ademas, el despesque incidid
significativamente en el C17:0 con mayores proporciones en el grupo ND respecto a los
peces del grupo D (0,222 + 0,008 vs. 0,201 + 0,011 %).
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Tabla 4.6. Medias (£ error estandar) y comparaciones entre ellas del porcentaje de &cidos
grasos saturados en musculo para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio (D) a
las 0 horas post-mortem.

Ayuno
(135,6 °C d)

ND \|D) D A D AxD

Significacion (p)

Sin ayuno

SFA*  18,8+0,13 18,5+0,11 18,8+0,20 18,9+0,11 0,10 0,75 0,20
C14:0 2,100,023 2,06+0,024 2,14+0,024 2,09+0,029 0,18 0,05 0,83
C15:0 0,219+0,003 0,217+0,002 0,225+0,005 0,231+0,004 0,008 0,68 0,29
C16:0  12,7+0,12 12,6+0,12 12,7+0,16 12,9+0,07 009 0,79 025
C17:0 0,225+0,007 0,218+0,010 0,219+0,009 0,184+0,012 0,045 0,041 0,16
C18:0 3,270,024 3,20+0,035 3,22+0,063 3,28+0,035 0,67 095 0,15

C20:0 0,276+0,004 0,271+0,006 0,266+0,004 0,262+0,004 0,038 0,28 0,91

*SFA: Acidos grasos saturados totales

El porcentaje total de &cidos grasos monoinsaturados (MUFA), a las 0 horas
post-mortem, no presentd diferencias significativas para ninguno de los factores
estudiados, ayuno y despesque pre-sacrificio.

En cuanto a los acidos grasos monoinsaturados concretos a las 0 horas
post-mortem, en el acido erdcico (C22:1 n-9), se observo un efecto significativo del
despesque pre-sacrificio, con un mayor porcentaje de este acido graso en el grupo ND
que en los peces del grupo D (0,396 £ 0,009 % vs. 0,368 £+ 0,010 %). El porcentaje de
acido heptadecenoico (C17:1) presenté una interaccion significativa entre el ayuno vy el
despesque pre-sacrificio, de manera que en los animales sometidos a ayuno fue mayor
en el grupo ND que en el grupo D, mientras que en aquellos no sometidos a un ayuno
previo al sacrificio su porcentaje fue similar entre los grupos ND y D, con una media
general de 0,230 + 0,005 %.
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Tabla 4.7. Medias (£ error estandar) y comparaciones entre ellas del porcentaje de acidos
grasos monoinsaturados en musculo para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio
(D) a las 0 horas post-mortem.

Sin ayuno Significacion (p)

MUFA* 46,2+0,34 45,9+0,34 46,0+0,47 44,9+0,41 0,15 0,07 0,28
C16:1n-9 0,296+0,008 0,292+0,022 0,291+0,013 0,303+0,011 0,83 0,82 0,58
C16:1n-7  3,02+0,037  2,98+0,049  3,04+0,053  3,04+0,057 045 066 0,65

Ci7:1 0,233+0,005* 0,228+0,005* 0,234+0,005* 0,199+0,008° 0,025 0,002 0,016
C18:1n-9 38,4+0,32 38,0+0,38 38,0+0,46 37,1+0,36 0,13 010 051
C18:1n-7 2,06£0,056 2,260,146  2,29+0,190  2,10+0,074 0,78 099 0,14

C20:1 1,77+0,028  1,74+0,030  1,72+0,034  1,73+0,034 0,37 064 0,56

C22:1n-9 0,397+0,006 0,384+0,012 0,396+0,012 0,352+0,007 0,10 0,006 0,12

@b Diferentes superindices indican diferencias entre las medias de la misma fila

(p < 0,05).*MUFA: Acidos grasos monoinsaturados totales

El porcentaje total de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), a las 0 horas post-
mortem, presentd diferencias significativas debidas al despesque pre-sacrificio, con un
porcentaje mayor en el grupo D que en los peces del grupo ND
(35,9 £ 0,36 % vs. 35,1 + 0,35 %). El porcentaje total de &cidos grasos de cadena larga
(LCFA) vy écidos grasos n-3 también se encontrd afectado significativamente por el
despesque pre-sacrificio, siendo mayores ambos en los peces del grupo D que en los del
grupo ND (19,9 + 0,38 % vs. 19,1 + 0,42 % y 20,2 + 0,38 % vs. 19,3 £+ 0,41 %,

respectivamente).

En cuanto a los acidos grasos poliinsaturados concretos a las 0 horas
post-mortem, el porcentaje de los acidos grasos eicosadienoico (C20:2 n-6) y dihomo-
gamma-linolénico (C20:3 n-6) fue afectado de forma significativa por el ayuno, siendo
mayores en los peces no ayunados respecto a aquellos sometidos a un ayuno de
1356 °C d (0,602 = 0,014 % vs. 0,566 + 0,016 % y 0,354 + 0,009 % vs.
0,333 + 0,010 9%, respectivamente). EI despesque pre-sacrificio afectd
significativamente al porcentaje de DHA (C22:6 n-3), con un mayor porcentaje del

mismo en el grupo D que en los peces del grupo ND (10,4 + 0,33 % vs. 9,6 + 0,35 %).
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El porcentaje del acido y-linolénico (C18:3 n-6) present6 una interaccion significativa

entre el ayuno y el despesque previo al sacrificio, con un porcentaje mayor en el grupo

D y sometidos a 135,6 °C d de ayuno respecto a los peces también ayunados y del grupo

ND, mientras que aquellos no sometidos a ayuno presentaron porcentajes similares de

este acido graso entre los grupos ND y D, con una media general de 0,184 + 0,030 %.

Tabla 4.8. Medias (£ error estandar) y comparaciones entre ellas del porcentaje de acidos
grasos poliinsaturados en musculo para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio
(D) a las 0 horas post-mortem.

Sin ayuno

Significacion (p)

PUFA* 35,1+0,33 35,6+0,34 35,2+0,36 36,2+0,37 0,33 0,035 048
LCFA** 19,1+0,38 19,5+0,34 19,1+0,46 20,4+0,43 0,29 0,039 0,28
n-3 19,3+0,38 19,8+0,35 19,4+0,44 20,6£0,42 0,23 0,041 0,38
n-6 15,2+0,08 15,2+0,08 15,2+0,13 15,0+0,09 032 061 0,32
n-6/n-3 1,270,029  1,30+0,024  1,28+0,039 1,370,033 0,19 0,07 0,33
C18:2n-6  13,7+0,113 13,7+0,093 13,7+0,165 13,4+0,103 0,13 0,24 0,14
C18:3n-6  0,191+0,032° 0,178+0,028" 0,200+0,030* 0,312+0,027¢ 0,018 0,10 0,038
C18:3n-3  3,63+0,034 3,670,041 3,65+0,037 3,54+0,029 0,13 0,26 0,05
C18:4n-3 0,894+0,023 0,887+0,020 0,924+0,021 0,918+0,019 0,15 0,77 0,99
C20:2n-6 0,612+0,017 0,593+0,012 0,579+0,020 0,552+0,013 0,027 0,15 0,80
C20:3n-6 0,360+0,009 0,348+0,009 0,336+0,013 0,329+0,007 0,039 0,35 0,82
C20:4n-6 0,763+0,015 0,781+0,015 0,787+0,016 0,812+0,016 0,08 0,17 0,79
C20:3n-3 0,317+0,036 0,294+0,033 0,314+0,031 0,263+0,033 0,61 0,27 0,67
C20:5n-3  3,58+0,090 3,66+0,073 3,69+0,088 3,82+0,077 0,10 0,19 0,72
C22:4n-6 0,149+0,018 0,167+0,016 0,143+0,018 0,190+0,018 0,65 0,07 0,41
C22:5n-3  1,19+0,030 1,24+0,028 1,23+0,029 1,260,022 0,27 0,12 0,75
C22:6 n-3 9,7+0,30 10,0+0,30 9,6+0,41 10,8+0,36 0,31 0,030 0,23
b Diferentes superindices indican diferencias entre las medias de la misma fila

(p < 0,05).*PUFA: Acidos grasos poliinsaturados totales. **LCFA: Acidos grasos de cadena
larga totales.
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En las Tablas 4.9, 4.10 y 4.11 se presentan las medias del porcentaje en musculo
de &cidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, respectivamente, a las
48 horas post-mortem.

Respecto a los acidos grasos saturados, a las 48 horas post-mortem, su
porcentaje total (SFA) fue afectado significativamente por el ayuno, siendo mayor en
los peces sometidos a un ayuno de 135,6 °C d respecto a los no ayunados
(18,8 + 0,12 % vs. 185+0,10 %).

En referencia a &cidos grasos saturados concretos a las 48 horas post-mortem, el
C16:0 y el C20:0 presentaron diferencias significativas debidas al ayuno. Mientras que
el porcentaje de C16:0 fue mayor en los peces ayunados respecto a los no ayunados
(12,9 + 0,10 % vs. 12,5 + 0,08 %), en el caso del porcentaje de C20:0 sucedié lo
contrario, siendo mayor en los peces no ayunados respecto a los sometidos a un ayuno
de 135,6 °C d (0,267 £ 0,003 % vs. 0,255 + 0,004 %). El porcentaje de C20:0 también
estuvo afectado significativamente por el despesque pre-sacrificio, con un porcentaje
mayor de este &cido graso en el grupo ND que en los peces del grupo D
(0,266 + 0,003 % vs. 0,256 + 0,004 %). El porcentaje de C17:0 presentd una interaccion
significativa entre los factores ayuno y despesque pre-sacrificio, de forma que en los
peces sometidos a ayuno fue mayor en el grupo ND que en los peces del grupo D,
mientras que en los peces no ayunados fue similar entre los grupos ND y D con una
media general de 0,218 + 0,009 %. Finalmente, el porcentaje de acido estearico (C18:0)
también present6 una interaccion significativa entre los dos factores estudiados, siendo
mayor en los peces sometidos a ayuno en el grupo ND respecto a los peces del grupo D,
mientras que en los peces no ayunados fue similar entre los grupos ND y D con una
media general de 3,21 + 0,041 %.
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Tabla 4.9. Medias (£ error estandar) y comparaciones entre ellas del porcentaje de acidos
grasos saturados en musculo para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio (D) a
las 48 horas post-mortem.

Ayuno
(135,6 °C d)

ND \|D) D A D AxD

Significacion (p)

Sin ayuno

SFA*  18,5+0,11 18,4+0,09 18,9+0,06 18,7+0,17 0,009 0,44 0,65
C14:0 2,09+0,018 2,07+0,019 2,090,016  2,13+0,024 0,18 0,57 0,14
C15:0 0,219+0,002 0,219+0,002 0,220+0,003 0,227+0,002 0,07 0,13 0,12
C16:0  12,5+0,10 12,5+0,07 12,8+0,05 13,1+0,14 <0,001 0,12 0,24
C17:0 0,219+0,010* 0,217+0,008* 0,223+0,010* 0,175+0,008° 0,041 0,009 0,014
C18:0 3,23+0,021° 3,18+0,061° 3,28+0,058* 2,88+0,050° 0,016 <0,001 0,001

C20:0 0,270+0,003 0,265+0,003 0,263+0,004 0,247+0,005 0,003 0,016 0,16

ab Diferentes superindices indican diferencias entre las medias de la misma fila (p < 0,05).
*SFA: Acidos grasos saturados totales

En relacion con los acidos grasos monoinsaturados, a las 48 horas
post-mortem, su porcentaje total (MUFA) se encontro afectado significativamente por el
ayuno, siendo mayor en los peces no ayunados respecto a los sometidos a un ayuno de
135,6 °C d (46,0 £ 0,31 % vs. 45,3 £ 0,33 %).

En referencia a éacidos grasos monoinsaturados concretos a las 48 horas
post-mortem, el C18:1 n-9 present6 diferencias significativas debidas al ayuno, siendo
mayor en los peces no ayunados respecto a aquellos sometidos a ayuno
(38,2 £ 0,26 % vs. 36,7 = 0,35 %), y al despesque pre-sacrificio, con un porcentaje
mayor de este &cido graso en el grupo ND que en los peces del grupo D
(37,9 £ 0,29 % vs. 37,0 = 0,32 %). Los porcentajes de los acidos palmitoleico
(C16:1 n-9), C17:1, vaccénico (C18:1 n-7) y C22:1 n-9 presentaron todos ellos una
interaccidon significativa entre los factores ayuno y despesque pre-sacrificio. Los
porcentajes de C16:1 n-9 y C18:1 n-7 fueron mayores en los peces sometidos a ayuno
en el grupo D que en los peces del grupo ND, mientras que en los peces no ayunados
fue similar entre los grupos ND y D con una media general de 0,287 £ 0,011 % y
2,23 = 0,095 %, respectivamente. Los porcentajes de C17:1 y C22:1 n-9 fueron mayores

en los peces sometidos a ayuno en el grupo ND respecto a los peces del grupo D,
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mientras que en los peces no ayunados fue similar entre los grupos ND y D con una
media general de 0,227 £ 0,005 % y 0,388 = 0,006 %, respectivamente.
Tabla 4.10. Medias (x error estdndar) y comparaciones entre ellas del porcentaje de &cidos

grasos monoinsaturados en musculo para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio
(D) a las 48 horas post-mortem.

Sin ayuno Significacion (p)

MUFA* 46,1+0,29 45,9+0,32 45,3+0,33 45,3+0,32 0,031 0,85 0,79
C16:1n-9 0,283+0,010° 0,290+0,013" 0,309+0,018" 0,438+0,016* <0,001 0,001 0,001
C16:1n-7 2,97+0,044  2,95+0,041  2,91+0,031  2,94+0,039 0,41 0,77 0,52

Cl7:1 0,227+0,006* 0,226+0,005* 0,228+0,005° 0,197+0,006° 0,009 0,004 0,007
C18:1n-9  38,3%0,25 38,1+0,28 37,4+0,34 36,0+0,35 <0,001 0,011 0,09
C18:1n-7 2,14+0,053° 2,33+0,137° 2,400,193 3,73+0,140* <0,001 <0,001 0,002

C20:1 1,700,031  1,66+0,026  1,66+0,027 1,63+0,016 0,20 0,22 0,95

C22:1n-9 0,391%0,007* 0,384+0,009* 0,380+0,008* 0,322+0,008" <0,001 0,003 0,003

@b Diferentes superindices indican diferencias entre las medias de la misma fila

(p < 0,05).*MUFA: Acidos grasos monoinsaturados totales

El porcentaje total de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), a las 48 horas
post-mortem, no presentd diferencias significativas debidas al ayuno o al despesque pre-
sacrificio. Sin embargo, el porcentaje total de &cidos grasos n-6 y el cociente n-6/n-3 fue
afectado significativamente por el ayuno, siendo mayor en los peces no ayunados
respecto a los ayunados en el caso de los n-6 (15,4 £ 0,07 % vs. 15,2 £ 0,09 %) y en el
caso del cociente n-6/n-3 mayor en los ayunados respecto a los no ayunados
(1,33 +£ 0,026 % vs. 1,27 + 0,024 %).

En cuanto a los &cidos grasos poliinsaturados concretos, a las 48 horas
post-mortem, el porcentaje de los &cidos C18:2 n-6 y araquiddnico C20:4 n-6 se
encontré afectado de forma significativa por el ayuno. El porcentaje de C18:2 n-6 fue
mayor en los peces no ayunados respecto a aquellos sometidos a un ayuno de
135,6 °C d (14,0 £ 0,08 % vs. 13,7 £ 0,11 %), mientras que en el caso del C20:4 n-6
ocurrio lo contrario, con un mayor porcentaje del mismo en los peces ayunados respecto
a los no ayunados (0,799 * 0,016 % vs. 0,763 + 0,013 %). El porcentaje del acido
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estearidonico (C184 n-3) presentd una interaccion significativa entre el ayuno y el

despesque previo al sacrificio, con un porcentaje mayor en el grupo ND y sometidos a

135,6 °C d de ayuno respecto a los peces también ayunados y del grupo D, mientras que

aquellos no sometidos a ayuno presentaron porcentajes similares de este acido graso

entre los grupos ND y D, con una media general de 0,940 £ 0,024 %.

Tabla 4.11. Medias (x error estdndar) y comparaciones entre ellas del porcentaje de &cidos
grasos poliinsaturados en musculo para el efecto del ayuno (A) y del despesque pre-sacrificio
(D) a las 48 horas post-mortem.

PUFA*
LCFA**
n-3
n-6
n-6/n-3
C18:2n-6
C18:3n-6
C18:3n-3
C18:4 n-3
C20:2n-6
C20:3n-6
C20:4 n-6
C20:3n-3
C20:5n-3
C22:4 n-6
C22:5n-3

C22:6 n-3

Sin ayuno

ND
35,4+0,38
19,0+0,35
19,5+0,37
15,4+0,06

1,26+0,023
14,0+0,06
0,184+0,031
3,73+0,029
0,922+0,023%
0,573+0,022
0,349+0,021
0,755+0,014
0,294+0,043
3,66+0,091
0,144+0,019
1,20+0,038

9,66+0,283

35,6+0,33
19,1+0,36
19,7+0,35
15,4+0,08
1,28+0,026
14,0+0,10
0,179+0,030
3,69+0,036
0,958+0,025%
0,552+0,010
0,333+0,009
0,772+0,012
0,283+0,033
3,74+0,060
0,148+0,017
1,21+0,032

9,78+0,315

Ayuno
(135,6 °C d)

\[D) D
35,9+0,31 36,0+0,30
19,7+0,36 19,7+0,34
20,1+0,33 20,2+0,32
15,1+0,06 15,3+0,12
1,33£0,024  1,32+0,028
13,7+0,08 13,8+0,14

0,146+0,014 0,197+0,028
3,68+0,033  3,68+0,043
0,919+0,020* 0,829+0,020°
0,561+0,010 0,534+0,009
0,329+0,009 0,312+0,009
0,806+0,018 0,792+0,015
0,310+0,031  0,366+0,006
3,780,081 3,660,043
0,171+0,021 0,185+0,014
1,25+0,037  1,24+0,030
10,2+0,290  10,4+0,320

Significacion (p)

A
0,25
0,07
0,08

0,019
0,027
0,024
0,70
0,42
0,005
0,30
0,12
0,023
0,12
0,76
0,08
0,24

0,06

D
0,65
0,87
0,75
0,44
0,92
0,64
0,37
0,52
0,24
0,09
0,21
0,93
0,47
0,74
0,63
0,93

0,59

AxD
0,92
0,82
0,81
0,53
0,70
0,72
0,29
0,65

0,007
0,85
0,93
0,29
0,29
0,15
0,77
0,79

0,88

a,b

Diferentes superindices

indican diferencias entre

las medias de

la misma fila

(p < 0,05).*PUFA: Acidos grasos poliinsaturados totales. **LCFA: Acidos grasos de cadena
larga totales.
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CAPITULO I

EFECTO DE LOS GRADOS DIA DE

AYUNO PREVIOS AL SACRIFICIO

SOBRE LA RESPUESTA DE ESTRES
Y LA CALIDAD DE LA CARNE
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5.1.1. Parametros biométricos

El periodo de ayuno en el que se puede encontrar una reduccion de peso vivo del
pez es muy largo, asi Sumpter et al. (1991) y Pottinger et al. (2003) lo cifraron de 2 a 6
semanas (161 °C d a 174 °C d, respectivamente). Sin embargo, en nuestro estudio, fue
suficiente un ayuno de 7 dias (41,8 °C d) para que las truchas presentaran un menor
peso al sacrificio y crecimiento relativo respecto a los animales ayunados durante 3 dias.
Estas diferencias con los estudios mencionados podrian deberse a que los efectos del
ayuno van a depender de diversos factores como el tamafio de los peces, las reservas
lipidicas de las que disponen, la fase del ciclo vital en el que se encuentran y de la
temperatura del agua (EFSA, 2008). Ademas, hay estudios en otras especies de
salmoénidos como el salmén que han encontrado diferencias significativas en el peso
vivo tras sélo tres dias de privacion de alimento equivalentes a 13,5 °C d
(Einen et al., 1998). La no disminucién del peso vivo hasta los 7 dias de ayuno puede
ser debida a que los peces ajustan su tasa metabdlica en respuesta a la disponibilidad de
alimentos (Lines y Spence, 2012), reduciendo la pérdida de masa corporal hasta ese
momento. Algunos autores llegan a la conclusién de que la privacion de alimento
durante 24 y 48 h antes de cualquier procedimiento estresante (manipulaciéon, transporte
o sacrificio) parece aumentar la tolerancia de los peces (Davis y Gaylord, 2011), lo que
implica que el ayuno a corto plazo puede en realidad ser beneficioso justo antes de la
manipulacion, siendo requerido un menor tiempo de ayuno previo al sacrificio a altas
temperaturas (Robb, 2008).

El coeficiente de condicidon corporal refleja el estado nutricional de los peces
(Bavcevic et al., 2010; Chatzifotis et al., 2011) y permite una vision méas exacta del
tamaiio de los mismos al no depender tanto de las variaciones de peso vivo e incluir la
longitud corporal en su calculo. En el caso de la trucha arcoiris comienza a descender
con periodos de ayuno de 31,5 °C d (Pottinger et al., 2003) a 98 °C d
(Sumpter et al., 1991), por lo que la duracion méaxima del ayuno en nuestra prueba, de
55,3 °C d, fue suficiente para tener un efecto negativo sobre este parametro.

El contenido estomacal disminuyd a partir de los 4 dias de ayuno (22,3 °C d)
manteniéndose similar entre el resto de grupos y el DSI tendi6 a disminuir también con
el aumento de los grados dia de ayuno, por lo que podemos considerar que un periodo

de ayuno de 4 dias es suficiente para asegurarnos un estbmago vacio en las truchas que
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nos eviten posibles problemas de contaminacion de la canal durante su evisceracion.
Consecuentemente debido al mayor contenido estomacal, el rendimiento canal fue
menor en los animales sometidos a 3 dias de ayuno (17,2 °C d). El vaciado del aparato
digestivo es un proceso que depende de la temperatura del agua y de la duracion del
ayuno, requiriendo un tiempo mayor para un vaciado completo a temperaturas bajas
(Usher et al., 1991). Nuestros resultados concuerdan con Lines y Spence (2012) y
McMillan y Houlihan (1992), quienes estimaron un tiempo medio de 1 a 5 dias de
ayuno para que se produjera este vaciado. Por lo tanto se recomienda un ayuno de al

menos 4 dias o0 22,3 °C d antes del sacrificio para asegurar el vaciado estomacal.

Respecto al HSI, al igual que el peso al sacrificio y el crecimiento relativo,
disminuyé en los peces a partir de los 7 dias de ayuno (41,8 °C d) respecto a aquellos
ayunados durante 3 dias (17,2 °C d). Este descenso en el indice a los 7 dias de ayuno es
similar a al encontrado por Farbridge y Leatherland (1992) en trucha arcoiris, aunque su
valor en los peces ayunados fue menor al de nuestra prueba (1,3 vs. 1,8), posiblemente
debido a que las truchas utilizadas en ese estudio fueron de un peso menor, con una
media aproximada de 130 g. El peso del higado disminuye habitualmente con la falta de
alimento (Barcellos et al., 2010; Costas et al., 2011), pero el tiempo en el que empieza a
disminuir su peso puede ser diferente segin las especies y las condiciones
experimentales. En el caso de la trucha arcoiris, este periodo minimo varia desde los 2
(Farbridge y Leatherland, 1992) hasta los 6 dias de ayuno pre-sacrificio
(McMillan 'y Houlihan, 1992). En otras especies como la lubina
(Pérez-Jiménez et al., 2007) o la dorada (Metdn et al., 2003) también se ha observado
un descenso de este indice con el aumento de los grados dia de ayuno. Este descenso del
peso de este drgano es una consecuencia de la utilizacién de las reservas almacenadas
en el mismo debido a la mayor demanda de ellas durante el ayuno
(Davis y Gaylord, 2011). Se produce una disminucion principalmente de glucdgeno
(Soengas et al., 1996) pero también de otros metabolitos como lipidos o proteinas
(Blasco et al., 1992; McMillan y Houlihan, 1992).

5.1.2. Parametros hematologicos

En la literatura cientifica, no hay un consenso sobre el efecto del ayuno en los
niveles de cortisol plasmatico en la trucha arcoiris. Algunos describen un aumento de la

concentracion de cortisol en plasma dependiendo de la duracién del periodo de ayuno
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(Sumpter et al., 1991), mientras que otros estudios no observaron efecto alguno del
ayuno sobre este pardmetro (Holloway et al., 1994; Reddy et al., 1995) o incluso
concentraciones mas bajas de cortisol en plasma en truchas sometidas a ayuno respecto
a otras no ayunadas (Farbridge y Leatherland, 1992), como es el caso de nuestros
resultados. En otras especies también hay estudios contradictorios, con valores de
cortisol més altos (Barcellos et al., 2010), bajos (Barton et al., 1988) o sin diferencias
(Weber y Bosworth, 2005) entre animales sometidos a ayuno y no ayunados en jundia,
salmén y pez gato, respectivamente. En nuestro caso, las truchas ayunadas durante 3
(17,2 °C d) y 4 dias (22,3 °C d) presentaron mayores concentraciones plasmaticas de
cortisol que el resto de los grupos, lo que coincide con Olsen et al. (2008) y
Hutlmann et al. (2012), quienes observaron una respuesta de estrés mayor con unos
niveles de cortisol superiores en bacalaos no sometidos a ayuno respecto a otros
ayunados. Los niveles tan bajos de cortisol en el resto de los grupos experimentales
podrian ser explicados por un mecanismo de adaptacion de la trucha al ayuno, tras 5
dias (28,6 °C d), debido a una respuesta de estrés de tipo crdnico, reduciendo su tasa
metabolica (Lines y Spence, 2012). Otra hipotesis para este descenso de los valores de

cortisol podria ser un agotamiento del eje hipotalamo-pituitaria-interrenal.

El cortisol estimula la hidrdlisis del glucogeno en el higado, lo que incrementa
los niveles de glucosa en plasma (Menezes et al., 2015). En la trucha arcoiris, los
niveles de glucosa ante una respuesta de estrés pueden alcanzar en plasma los 150 mg/
100 ml (Pottinger y Carrick, 1999), con niveles basales de 70-90 mg / 100 ml
(Jentoft et al., 2005). Pottinger et al. (2003) observaron que los niveles de este
metabolito disminuyen en trucha arcoiris a partir de 38 °C d de ayuno y ha sido
demostrado que un ayuno superior a 70 °C d es suficiente para inducir un estado de
hipoglucemia en esta especie (Furné et al., 2012). En nuestro estudio, un ayuno de
4 dias (22,3 °C d) comenz6 a disminuir los niveles plasméticos de glucosa y a partir de
7 dias (41,8 °C d) podemos decir que los niveles encontrados sugieren un estado de
hipoglucemia en esas truchas (55 mg/ 100 ml). Generalmente, los peces son ayunados
durante 24 horas previas a cualquier manejo para asegurar su paso a una fase
postabsortiva, en la cual los metabolitos circulantes vuelven a sus valores basales y se
mantienen estables. En este estudio, la mayor caida de los niveles de glucosa con el

incremento de los grados dia de ayuno podria indicar un mecanismo de adaptacion que
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deprime el metabolismo basal para adaptarse a la restriccion energética por la falta de

alimento.

El lactato es considerado un indicador de estrés agudo en peces, ya que sus
niveles  plasmaticos se incrementan ante una  situacion  estresante
(Grutter y Pankhurst, 2000). Este pardmetro también se puede ver afectado por el ayuno
debido a que la falta de alimento puede aumentar la agresividad en los peces,
modificando la jerarquia social, lo que provoca una respuesta de estrés aguda. Las
concentraciones plasmaticas de lactato deberian disminuir con el incremento de los
grados dia de ayuno (Blasco et al., 1992) para estimular la formacion de glucosa en el
higado (Liew et al., 2012). Esto podria explicar la tendencia a disminuir sus niveles en
las truchas desde los 4 dias (22,3 °C d) a los 9 dias de ayuno (55,3 °C d). Sin embargo,
la concentracion méas baja de lactato se observd en los peces sometidos a 3 dias de
ayuno (17,2 °C d), lo que se puede considerar también como una consecuencia de una
respuesta de estrés, ya que los niveles basales de este ién se encuentran sobre
0,5 mmol/l y valores por encima de 1,3 mmol/l, como es el caso de las truchas
sometidas a 3 dias de ayuno (1,7 = 0,29 mmol/l) se relacionan con una respuesta de

estrés (Ings et al., 2011).

Los triglicéridos en plasma deberian disminuir con el incremento de los grados
dia de ayuno, ya que los peces movilizan reservas grasas para hacer frente al ayuno y
estas reservas acaban disminuyendo con el tiempo (Costas et al., 2011;
Takahashi et al., 2011). Sin embargo, en nuestro estudio, los valores de triglicéridos
plasmaticos se mantuvieron similares entre los distintos grupos e incluso hubo una
mayor concentracion en las truchas sometidas a 9 dias de ayuno (55,3 °C d) que en
aquellas sometidas a 5 dias (28,6 °C d). Esto puede ser debido a que los grados dia de
ayuno a los que fueron sometidas las truchas no fueron suficientes para agotar las
reservas grasas y encontramos valores aumentados de triglicéridos en plasma al ser
liberados desde el musculo y el tejido adiposo para suplir las necesidades de los peces
ante la falta de alimento (Li et al., 2011a).

La enzima creatin fosfoquinasa (CPK) fue mayor en las truchas sometidas a 3
(17,2 °C d), 4 (22,3 °C d) y 5 dias de ayuno (28,6 °C d) que en aquellas ayunadas
durante 9 dias (55,3 °C d). Los niveles de esta enzima en plasma tienen una tendencia a

disminuir con el incremento de los grados dia de ayuno como se ha observado en otras
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especies como la dorada (Peres et al., 2013). Este descenso en la actividad de esta
enzima es atribuido a una disminucién de la sintesis enzimatica y de los indices de
renovacion debido a la menor demanda metabolica de los peces sometidos a ayuno
(Echevarria et al., 1997; Evans y Watterson, 2009).

5.1.3. Parametros metabolicos

En cuanto al color del higado, las truchas sometidas a 3 (17,2 °C d) y 4 dias de
ayuno (22,3 °C d) presentaron un mayor h* o tono que el resto de los grupos. Esto
podria ser indicador de una mayor movilizacion de reservas hepéticas en los demés
grupos debido a un incremento de la respuesta de estrés ante el ayuno
(Davis y Gaylord, 2011; Pérez-Jimenez et al., 2012), viéndose modificado el color de
este 6rgano. Este cambio de color posiblemente se pueda deber a una disminucion de la
composicion en lipidos del higado, como se ha visto en otros animales como pollos en
situaciones de ayuno (Trampel et al., 2005).

5.1.4. Parametros de calidad de canal y de carne

En los peces, una reduccidn inicial del pH muscular tras el sacrificio se atribuye
al aumento de la concentracion de acido lactico producido por el metabolismo anaerobio
del glucogeno en el musculo (Grigorakis et al., 2003) y esta reduccidn se acompafia del
establecimiento del rigor mortis (Huss, 1995). El establecimiento del rigor mortis se
alcanzo de forma mas temprana en los peces sometidos a 6, 7 y 9 dias de ayuno respecto
a los ayunados durante 3 dias, lo que implica una peor calidad de la carne (Borderias y
Sanchez-Alonso, 2011). EI pH muscular fue inferior a las 0 horas post-mortem en las
truchas sometidas a ayunos de 3 (17,2 °C d) y 4 dias (22,3 °C d) respecto al resto de los
grupos, lo que se puede deber a una mayor actividad muscular que el resto de los grupos
(como se puede observar en los mayores niveles de CPK en estos grupos), que
redujeron su actividad para afrontar los mayores periodos de ayuno
(Thomas et al., 1999). En esta prueba no se valord el pH a las 24 horas post-mortem
pero observando la tendencia a presentar un menor angulo de rigor mortis en los grupos
sometidos a 6 (35,3 °C d), 7 (41,8 °C d) y 9 dias de ayuno (55,3 °C d) respecto a las
truchas sometidas a 3 dias de ayuno, asi como la correlacién negativa entre el pH

muscular y el angulo de rigor mortis a las 24 horas post-mortem en las otras pruebas,
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podriamos esperar un mayor pH a las 24 horas post-mortem en las truchas ayunadas

durante 6, 7 y 9 dias de ayuno.

Respecto al color de la piel, s6lo se observd una disminucion de la L* o
luminosidad en las truchas sometidas a 9 dias de ayuno (55,3 °C d) respecto a las
ayunadas durante 3 (17,2 °C d) o 4 dias (22,3 °C d). Esto puede ser debido a una mayor
respuesta de estrés con el incremento de los grados dia de ayuno, actuando la ACTH
sobre los cromatdforos de la piel produciendo su oscurecimiento (Hoglund et al., 2000).

5.1.5. Conclusiones parciales

En base a los resultados obtenidos en esta prueba podemos destacar que uno de
los principales objetivos del ayuno pre-sacrificio en acuicultura, como es el vaciado
completo del aparato digestivo, se alcanza a los 4 dias de ayuno (22,3 °C d) en la trucha

arcoiris.

La trucha arcoiris es capaz de ajustar su tasa metabolica en respuesta a la falta de
alimento, deprimiendo el metabolismo basal para adaptarse a la restriccion energética
producida por el ayuno. Este ajuste de la tasa metabdlica se puede observar en los
niveles de cortisol, glucosa o CPK, que disminuyeron con el incremento de los grados
dia de ayuno. En el caso de la concentracion de cortisol plasmética harian falta mas
estudios para poder confirmar si su descenso tras 5 dias de ayuno (28,6 °C d) se debe a
una respuesta de estrés crénica o a un agotamiento del eje hipotadlamo-pituitaria-
interrenal. Mediante este mecanismo de adaptacion son ademas capaces de reducir la
pérdida de masa corporal hasta los 7 dias de ayuno (41,8 °C d), lo que nos podria
sugerir desde un punto de vista productivo que podemos ahorrar en el coste de
alimentacion alcanzando estos grados dia de ayuno sin que los peces pierdan peso vivo.
Sin embargo, hemos observado que periodos de ayuno a partir de 5 dias (28,6 °C d)
tienen un efecto negativo sobre la calidad de la carne y la canal, ya que presentaron un
pH muscular a las 0 horas post-mortem mas alto que conlleva una evolucion del
rigor mortis mas rapida y una peor calidad de la carne, ademas de presentar un color de

la piel mas oscuro que podria causar un rechazo por parte de los consumidores.

Por ello, podemos concluir que, con un ayuno pre-sacrificio de 17,2-22,3 °C d,
la trucha arcoiris presenta una menor respuesta de estrés y la calidad de la carne va a ser

mejor.
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CAPITULO II

REDUCCION DEL EFECTO DEL
AYUNO PRE-SACRIFICIO SOBRE LA
RESPUESTA DE ESTRES Y CALIDAD

DE LA CARNE
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5.2.1. Parametros biométricos

El peso al sacrificio, crecimiento relativo y coeficiente de condicidon corporal
(CC) de las truchas alimentadas todos los dias durante el ultimo mes de engorde (D) no
se vieron afectados por los grados dia de ayuno, mientras que en los grupos alimentados
cada 2 dias (2D) y cada cuatro dias (4D), el peso al sacrificio y el crecimiento relativo
fueron inferiores a los 9 dias de ayuno (102 °C d). ElI CC se mantuvo también similar
entre grados dia de ayuno en el grupo 2D. A los 2 dias de ayuno (24,3 °C d), la cantidad
de alimento en el estomago de los peces de los grupos 2D y 4D fue mayor que en los del
grupo D, cayendo a niveles cercanos a cero a los 9 dias de ayuno. Esto sugiere que el
mayor peso al sacrificio de las truchas del grupo 2D comparadas con las del grupo D
pudo ser debido a la mayor cantidad de alimento presente en el estbmago, pero esta
hip6tesis no explica por queé el peso de las truchas del grupo 4D fue similar a las del
grupo D tras 2 dias de ayuno, ya que podriamos esperar que tuvieran cuatro veces la
cantidad de alimento en sus estomagos dos dias antes. Los datos de contenido estomacal
sugieren que las truchas del grupo 4D ingirieron una cantidad similar de alimento por
dia que las del grupo 2D y posiblemente rechazaron la mitad del alimento que les fue
ofrecido. No se tuvo en cuenta el consumo por pez o las pérdidas de alimento en las
jaulas pero se observé que fue complicado para las truchas del grupo 4D consumir una
racion correspondiente a 4 dias. En cualquier caso, en base a estos parametros podemos
interpretar que la alimentacion cada cuatro dias durante el Gltimo mes de engorde o

sistema 4D parece ser la peor opcion.

El HSI, como indicador de reservas corporales, disminuyo6 con los grados dia de
ayuno, probablemente porque las truchas empezaron a usar sus reservas corporales para
abastecer sus necesidades caldricas minimizando la pérdida de tejidos. Sin embargo, el
ritmo de cambio del HSI puede variar con los grados dia de ayuno.
Farbridge y Leatherland (1992) observaron una disminucion de este indice tras 2 dias de
ayuno mientras que McMillan y Houlihan (1992) no encontraron diferencias entre peces
ayunados y no ayunados hasta los 6 dias de ayuno. En trucha arcoiris, se han observado
en estudios previos valores medios de este indice entre 1,5 y 1,8 (Kizak et al., 2013;
Rehulka, 2000). En esta prueba, el HSI de las truchas del grupo 2D fue mayor a los dos
dias de ayuno (24,3 °C d) que en el resto de los grupos y a los 9 dias de ayuno

(102 °C d) descendio significativamente. Esto pudo ser debido a una disminucion del
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glucdgeno hepatico (Davis y Gaylord, 2011), bastante acusada a los 9 dias de ayuno en
el grupo 2D, y/o de los amino&cidos libres (Costas et al., 2011), siendo ambas las

fuentes de energia primarias que se utilizan durante el ayuno.

Finalmente, los valores de rendimiento canal en esta prueba se encontraron en
los limites normales para la trucha arcoiris, de 79-83 % (Kizak et al., 2013), siendo mas
bajos estos rendimientos en las truchas de los grupos 2D y 4D y sometidas a 2 dias de
ayuno (24,3 °C d), lo que pudo ser debido a su mayor contenido estomacal y DSI, a su

vez relacionado con la frecuencia de alimentacion en el Gltimo mes de engorde.
5.2.2. Parametros hematologicos

Los niveles de cortisol plasmatico fueron similares entre grados dia de ayuno en
los peces de los grupos D y 4D. Sin embargo, en el grupo 2D, el cortisol fue menor a los
2 (24,3 °C d) que a los 9 dias de ayuno (102 °C d). Estos resultados subrayan la
importancia de considerar el efecto de la frecuencia de alimentacion en el Gltimo mes de
engorde de la trucha arcoiris sobre la respuesta de estrés que se genera en los peces ante
un periodo de ayuno. La similitud entre los niveles plasmaticos de cortisol a 2 y 9 dias
de ayuno en los peces del grupo 4D podria ser consecuencia de la propia frecuencia de
alimentacion, que produjo una respuesta de estrés cronica, reduciendo el aumento de
cortisol plasméatico ante un estimulo estresante agudo (Ings et al., 2011,
Wunderink et al., 2011), por lo que los niveles de cortisol no se vieron incrementados a
los 9 dias respecto a los peces sometidos solamente a 2 dias de ayuno. Se encontré un
patron similar en las truchas del grupo D, manteniéndose similares las concentraciones
de cortisol entre grados dia de ayuno. En este caso, la razén podria ser que debido a la
alta respuesta de estrés producida por el cambio de recibir alimentacion diariamente a
no recibirla pudo haber incrementado el estrés social y por consiguiente la respuesta de
estrés (Jeffrey et al., 2014). Finalmente, los niveles mas bajos de cortisol respecto al
resto de grupos a los dos dias de ayuno sugieren una menor respuesta de estrés,
posiblemente porque las truchas se habituaron mejor a esta frecuencia de alimentacion

que al resto.

La concentracion plasmatica de glucosa disminuyo en los peces sometidos a 9
dias de ayuno (102 °C d) respecto a los ayunados durante 2 dias (24,3 °C d) en los

grupos D y 4D, mientras que en el grupo 2D se mantuvieron similares estos niveles
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entre grados dia de ayuno, debido probablemente a los altos niveles de cortisol en este
grupo ya comentados anteriormente, estimulando la  gluconeogénesis
(Polakof et al., 2006). Sin embargo, los niveles plasmaéticos de glucosa fueron bastante
elevados a los 2 dias de ayuno en todos los grupos al compararlos con los niveles
basales propios de la trucha arcoiris (70-90 mg/ 100 ml; Jentoft et al., 2005), quizés
debido a una activacion de la gluconeogénesis mediada por el cortisol
(Hoseini et al., 2013).

Los niveles plasmaticos de ion lactato se vieron afectados en mayor medida por
la frecuencia de alimentacion que por los grados dia de ayuno, siendo menor su valor a
los 9 dias de ayuno (102 °C d) en el grupo D que en el resto de los grupos. Por
consiguiente, nuestros resultados indican que el ayuno no tuvo un claro efecto sobre los
niveles plasmaticos de lactato, como ha sido descrito en otras especies con diferentes
periodos de ayuno. Soengas et al. (1996) no encontré variaciones en el lactato en
plasma durante 7 dias de ayuno en salmones. Costas et al. (2011) tampoco observaron
cambios en estos niveles tras periodos de ayuno de 24 horas a 21 dias en solea (Solea
senegalensis). En general, los valores medios de lactato en esta prueba (14-37 mmol/l)
fueron bastante altos para la trucha arcoiris al compararlos con otros autores
(Trenzado et al., 2003; Chowdhury et al., 2004; Morrow et al., 2004), lo que podria
indicar una respuesta de estrés producida en todos los peces por el despesque o por
ajustes de las jerarquias sociales entre los individuos del mismo grupo, lo que
incrementaria la actividad muscular anaerébica y por tanto los niveles de lactato. El
despesque posiblemente no fue causa de esta respuesta de estrés debido a que los
niveles de lactato tardan de 2-4 horas en verse aumentados en plasma tras un episodio
de estrés agudo (Olsen et al., 2005).

Los triglicéridos son una reserva energética que los peces van a utilizar durante
los periodos de ayuno (Costas et al., 2011; Takahashi et al., 2011). En este estudio,
disminuyeron con el los grados dia de ayuno en todos los grupos excepto en las truchas
del grupo D. Nuestros resultados sugieren por tanto que la frecuencia de alimentacién
puede afectar a los niveles de triglicéridos plasmaticos en la trucha arcoiris tras dos dias
de ayuno (24,3 °C d), ya que los peces del grupo D presentaron unos niveles mucho mas
bajos a este tiempo que los de los grupos 2D y 4D, lo que indica que sus reservas
estaban agotadas en mayor medida, posiblemente debido a que no necesitaban mantener

sus reservas grasas al recibir alimento diariamente. La razon de que los peces del grupo
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4D tuvieran menores niveles de triglicéridos que los del grupo 2D posiblemente sea el
mayor tiempo de ayuno intermitente en ese grupo. Por ello podemos decir que la
frecuencia de alimentacién en el dltimo mes de engorde puede regular el nivel de

reservas grasas en la trucha arcoiris.

Los cambios en las enzimas LDH y CPK fueron similares, con los peces de los
grupos D y 2D mostrando una ligera disminucion de la actividad enzimatica entre
grados dia de ayuno. Sin embargo, los peces del grupo 4D presentaron una mayor
actividad de la enzima LDH a los 2 dias (24,3 °C d) que a los 9 dias de ayuno
(102 °C d), indicando una mayor actividad muscular a los 2 dias de ayuno. Unos altos
niveles de enzima LDH se encuentran relacionados con lesiones musculares
desencadenadas por diferentes tipos de estimulos estresantes como el transporte
(Dobsikova et al., 2006) o el ayuno (Vijayan et al., 2006). Por consiguiente, la actividad
muscular en los grupos D y 2D fue menor, posiblemente reflejo de una menor respuesta

de estres que en los peces del grupo 4D.

5.2.3. Parametros metabadlicos

El ayuno produce una movilizacion de los nutrientes almacenados en el higado,
como el glucogeno, para el mantenimiento de la homeostasis, jugando un papel
importante como fuente de metabolitos, especialmente durante las fases iniciales del
ayuno (Davis y Gaylord, 2011). El tiempo en el que empiezan a disminuir estos niveles
con el ayuno es variable, pero pueden ser movilizados de 5-20 dias desde el comienzo
del periodo de ayuno (Barcellos et al., 2010). Furné et al. (2012) observaron que, en la
trucha arcoiris, la movilizacion del glucégeno hepéatico comienza a los 5 dias de ayuno.
En nuestro estudio, los peces de los grupos D y 2D presentaron unas concentraciones
menores de glucogeno en el higado a los 9 dias (102 °C d) que a los 2 dias de ayuno
(24,3 °C d). Sin embargo, los peces del grupo 4D no presentaron diferencias entre
grados dia de ayuno, lo que podria indicar que debido a la frecuencia de alimentacién
previa al ayuno, las truchas de este grupo estaban mas adaptadas a periodos con falta de
alimento y movilizaron menos glucdgeno desde el higado o que los niveles iniciales de

glucdgeno en estos peces fueron menores.

El glucégeno muscular disminuyé en todos los grupos a las 24 horas

post-mortem. En los peces del grupo 2D, las reservas de glucégeno muscular fueron
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menores a los 9 dias (102 °C d) que a los 2 dias de ayuno (24,3 °C d), lo que puede estar
relacionado con la gran disminucion del contenido estomacal en este grupo con los
grados dia de ayuno. El glucgeno muscular sélo hace un pequefio aporte al gasto total
de energia y se encuentra directamente relacionado con la actividad muscular, estando
mas relacionado con esta actividad que con el ayuno en si  mismo
(Navarro y Gutiérrez, 1995). Sin embargo, este descenso en el grupo 2D también podria
ser atribuido al ayuno, ya que hay autores que han visto un descenso en sus niveles con
2 dias de ayuno en trucha arcoiris (Furné et al., 2012) o 9 dias de ayuno en trucha

comun (Navarro et al., 1992).

A los 9 dias de ayuno (102 °C d), las agallas presentaron una coloracion mas
oscura (menor L*) que a los 2 dias de ayuno (24,3 °C d), independientemente de la
frecuencia de alimentacion, indicando una peor calidad respecto a la frescura de esos
peces (Green 2011). Ademas, en base a nuestros resultados podemos destacar que la
frecuencia de alimentacidn también influye sobre el color de las agallas, ya que en las
truchas del grupo 4D se produjo un aumento de la saturacion del color (mayor C*) entre
grados dia de ayuno, presentando unas agallas mas rojizas y amarillentas a los 9 dias de
ayuno. Este aumento de saturacién en el color podria venir dado por el incremento de
pigmentos amarillentos en las agallas, resultado de la reaccion entre las proteinas y los
lipidos oxidados, indicando un deterioro de la calidad (Dowilati et al., 2013). Los peces
del grupo D no mostraron diferencias en el color de las agallas entre grados dia de
ayuno, lo que sugiere que los peces del grupo 4D presentaron una mayor respuesta de

estrés afectando al color de sus agallas y presentando una apariencia de menor frescura.
5.2.4. Parametros de calidad de canal y de carne

El establecimiento del rigor mortis en la trucha arcoiris ocurre entre las 2 y las 9
horas post-mortem, alcanzandose la fase de rigor completo (méxima rigidez) a las 24
horas post-mortem (Lopez-Luna et al., 2014). En nuestro estudio, el angulo del
rigor mortis se vio incrementado en todos los grupos de las 0 a las 24 horas
post-mortem, alcanzando en este momento una rigidez maxima con angulos cercanos a
90 °. En general, el angulo fue mayor a las 24 horas post-mortem en los animales
sometidos a 9 dias de ayuno (102 °C d) respecto a los ayunados durante 2 dias
(24,3 °C d) en todos los grupos. Esta situacion puede ser explicada por los valores de

pH mas altos a los 9 dias de ayuno en todos los grupos, que indican una evolucion mas
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rapida del rigor mortis en estos peces (Love y Haq, 1970). Asi, a las 24 horas
post-mortem, mientras que los ayunados durante 2 dias siguen en la fase de rigor, los
peces sometidos a 9 dias de ayuno ya han entrado en la fase de resolucion del

rigor mortis.

El pH muscular a las 24 horas post-mortem en la trucha arcoiris se encuentra en
valores entre 6,5 (Lefevre et al., 2008) y 7 (Robb et al., 2000), siendo los valores de este
estudio un poco inferiores (6,2-6,7). Entre 0 y 24 horas post-mortem se produjo un
mayor descenso de pH en los peces sometidos a 2 dias de ayuno (24,3 °C d) respecto a
aquellos ayunados durante 9 dias (102 °C d). Esto podria explicarse por los menores
niveles de glucogeno muscular a las 0 horas post-mortem en los peces ayunados durante
9 dias, que por consiguiente produjeron menos &cido lactico y una menor caida del pH
muscular (Grigorakis et al., 2003). Ademas, el pH a las 24 horas post-mortem fue
mayor en todos los grupos a los 9 dias que a los 2 dias de ayuno, lo que se interpreta

como una menor calidad de la carne.

En cuanto al color del musculo, tanto la luminosidad como el tono fueron
independientes de los tratamientos estudiados (frecuencia de alimentacién y grados dia
de ayuno), viendose afectada Unicamente la luminosidad por las horas post-mortem, con
un masculo mas brillante (mayor L*) a las 24 horas post-mortem como resultado de la
decoloracion normal del masculo de los salménidos con el tiempo (Robb et al., 2000).
De forma contraria, la saturacion del color (C*) del musculo se vio disminuida a las 24
horas post-mortem en todos los grupos, siendo mayor en el grupo D. Esta reduccion se
han descrito anteriormente por otros autores como Alvarez et al. (2008), quienes
observaron en dorada una disminucién de la saturacion en el color del musculo tras 7
dias de almacenamiento debida a una acidificacion provocada por la glucolisis
anaerobia. Ademas existen estudios en peces que explican que en el masculo de los
peces, debido a la reduccion del pH post-mortem, se produce una desnaturalizacion
proteica y por consiguiente cambios en la reflexion de la luz sobre la superficie

muscular, lo que da lugar a un cambio en la percepcion de su color (Warris, 1996).

En general, la capacidad de retencion de agua fue similar entre grados dia de
ayuno excepto en el grupo 4D, donde los peces presentaron una mayor CRA a los 2 dias
(24,3 °C d) que a los 9 dias de ayuno (102 °C d). Roth et al. (2006) determinaron que un

estimulo estresante actla sobre las fibras musculares o las proteasas del tejido conectivo
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liberando y acelerando la degeneracion de la estructura del musculo en el salmon,
disminuyendo su CRA. Este parametro también se encuentra muy relacionado con el pH
muscular, por lo que a medida que el pH desciende, la carga superficial neta de las
proteinas musculares se reduce, causando su desnaturalizacion y la pérdida de CRA
(Toldra, 2003). Sin embargo, los peces del grupo 4D a los 9 dias de ayuno (102 °C d)
presentaron un pH muscular similar al resto de los grupos, por lo que otros factores
ademas del pH podrian ser responsables de esta disminucién de CRA.

Los peces de los grupos 2D y 4D y ayunados durante 9 dias (102 °C d)
presentaron una piel mas oscura (menor L*), lo que se podria relacionar con una mayor
respuesta de estrés producida por el ayuno en estos grupos a los 9 dias de ayuno. En el
grupo 2D se produjo ademas una disminucion del pardmetro C*, que indica un color
menos saturado. Sin embargo, en los peces del grupo D no hubo variacion alguna en
estos parametros con los grados dias de ayuno. Hoglund et al. (2000) observaron que
una respuesta de estrés provoca un marcado oscurecimiento de la piel en la trucha alpina
debido al efecto dispersante de la ACTH sobre los cromat6foros (Fuji y Oshima, 1986)
y un proceso similar también se ha confirmado en otras especies como el salmén
(O’Connor et al., 1999) y otros salménidos como la trucha arcoiris (Abbott et al., 1985).
En base a estos estudios podemos contemplar el color de la piel como un indice de
calidad de la canal util en acuicultura, que se encuentra ligado a la respuesta de estrés

producida por el manejo previo al sacrificio.
5.2.5. Conclusiones parciales

El ayuno pre-sacrificio es una practica muy comun en acuicultura como ya se ha
descrito y provoca en la mayoria de las ocasiones una respuesta de estrés que causa un
efecto negativo sobre el bienestar animal. Los resultados de este estudio tienen dos
principales implicaciones précticas respecto al bienestar animal en la trucha arcoiris.

Por un lado, hemos observado que diferentes frecuencias de alimentacion
pueden ser utilizados en las Gltimas semanas previas al sacrificio para habituar a los
peces a diferentes periodos de ayuno, lo que reduce sus respuestas de estrés antes del
sacrificio. Especificamente, las truchas pueden acostumbrarse a una alimentacion en
dias alternos (2D) reduciendo la respuesta de estres producida por un ayuno posterior de
2 dias de duracidn (24,3 °C d) y por consiguiente presentando una mejor calidad de

carne. Por otro lado, este estudio subraya que la respuesta de estrés producida por los
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periodos de ayuno es dependiente de la temperatura y que ayunos superiores a 100 °C d

parecen tener efectos negativos sobre el bienestar animal de la trucha arcoiris.

El estudio que se presenta en este capitulo tiene algunas limitaciones, ya que
toma al pez como unidad experimental y no a la jaula. Esto podria tener implicaciones
en la reproducibilidad de nuestros resultados, pero el utilizar mas jaulas bajo unas
condiciones comerciales no fue posible y probablemente habria creado densidades
“poco naturales” y unas condiciones (para una granja comercial) con demasiados peces

en un volumen reducido.

En conclusién, las truchas ayunadas durante 9 dias (102 °C d) presentaron una
mayor respuesta de estrés que aquellas sometidas a un ayuno de 2 dias (24,3 °C d).
Ademas, los peces alimentados una vez cada dos dias (2D) mostraron una respuesta de
estrés menor a los 2 dias de ayuno, reflejado por los niveles inferiores de cortisol
plasmatico y el mayor peso al sacrificio. Por otro lado, una alimentacion una vez cada
cuatro dias (4D) tuvo un efecto negativo sobre los indicadores de calidad, color de las
agallas y de la piel, que podria asociarse con una respuesta de estrés mayor. Aunque
nuestros resultados son contingentes a nuestras condiciones experimentales, sugieren
que es posible una reduccién del efecto del ayuno pre-sacrificio sobre la respuesta de
estrés en la trucha arcoiris empleando distintas frecuencias de alimentacion en el ultimo
mes de engorde. Esta informacion podria ser utilizada para mejorar el manejo en las
explotaciones acuicolas y abre un nuevo campo de estudio donde mas investigacion es

necesaria.
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CAPITULO I

EFECTO DEL AYUNO Y DEL
DESPESQUE PRE-SACRIFICIO
SOBRE LA RESPUESTA DE ESTRES
Y LA CALIDAD DE LA CARNE
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5.3.1. Parametros biométricos

El despesque previo al sacrificio no tuvo ningun efecto sobre los pardmetros
biométricos pero respecto al ayuno pre-sacrificio se observo un efecto significativo del
mismo sobre todos los parametros biométricos analizados excepto el peso al sacrificio.
El coeficiente de condicion corporal es un indicador mas fiable que el peso al sacrificio
a la hora de valorar el crecimiento de los peces, ya que tiene en cuenta también la
longitud corporal del pez (Chatzifotis et al., 2011), lo que podria explicar la falta de
diferencias significativas debidas al ayuno en el peso al sacrificio pero si presentes en
este coeficiente, ya que un ayuno de 7 dias (135,6 °C d) es suficiente para reducir este

parametro en la trucha arcoiris (Sumpter et al., 1991; Pottinger et al., 2003).

Tanto el contenido estomacal como el DSI fueron menores en las truchas
ayunadas respecto a las no ayunadas y, por consiguiente, el rendimiento canal fue
mayor en las truchas sometidas a ayuno por presentar un menor contenido estomacal.
En nuestro caso, un ayuno de 135,6 °C d fue suficiente para reducir el contenido
estomacal de forma considerable, apoyando la teoria de que el vaciado estomacal es un
proceso muy dependiente de la temperatura en los peces (Usher et al., 1991) y sélo hace
falta un periodo de ayuno de 1 a 5 dias para que se produzca un vaciado completo
(Lines y Spence, 2012), confirmando lo observado en las pruebas anteriores. En cuanto
al HSI, los animales ayunados durante 135,6 °C d presentaron un HSI menor que los no
ayunados debido a una disminucion del peso del higado posiblemente por el uso de las
reservas de glucdgeno, principalmente, y otros metabolitos como lipidos o proteinas
para mantener la homeostasis al enfrentarse a una situacion de falta de alimento
(Blasco et al., 1992; McMillan y Houlihan, 1992; Soengas et al., 1996;
Davis y Gaylord, 2011). Respecto al efecto del despesque pre-sacrificio sobre el HSI
podemos observar que no hubo diferencias entre aquellos peces sometidos a 20 min de
ejercicio agudo durante el despesque y aquellos que no lo fueron. Esto podria ser debido
a que los niveles de glucogeno hepatico se mantuvieron similares en ambos grupos tras
20 min de despesque, por lo que podemos destacar que un ejercicio a corto plazo como
el producido por despesque de los peces no disminuye los niveles de glucdgeno

hepético y, por tanto, el HSI.
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5.3.2. Parametros hematologicos

En general, los valores de cortisol plasmatico en este estudio se encuentran en el
rango de valores basales descritos en trucha arcoiris por otros autores (5-20 ng/ml;
Pottinger et al., 2003), excepto tras el despesque pre-sacrificio, donde se vieron
aumentados a concentraciones superiores a las basales. Estos incrementos debidos al
aumento de la actividad fisica se han descrito previamente por otros autores, ya que este
factor desencadena una respuesta de estrés que produce una mayor liberacion de cortisol
a sangre (Parisi et al., 2001; Poli et al., 2005; Merkin et al., 2010). En esta prueba
ademas pudimos observar que en las truchas sometidas a despesque durante 20 min no
hubo diferencias entre las sometidas a ayuno y las que no lo fueron, mientras que en los
peces que no fueron sometidos a despesque presentaron valores superiores de cortisol
aquellos no ayunados respecto a los ayunados. La falta de diferencias debidas al ayuno
en los peces sometidos a 20 min de despesque se podria explicar como consecuencia a
que el despesque por si s6lo ya genera una gran respuesta de estrés en los peces cuya
magnitud va a ser indiferente del estado de ayuno previo. Por otro lado, en los peces no
sometidos a despesque, el ayuno produjo una disminucion del cortisol plasmatico
posiblemente debido a que estos peces estaban adaptados ya a la falta de alimento tras
135,6 °C d dias de ayuno presentando una respuesta de estrés de tipo cronico y
reduciendo su tasa metabdlica (Olsen et al., 2008; Hultmann et al., 2012;
Lines y Spence, 2012).

En los resultados de esta prueba observamos que el despesque previo al
sacrificio incrementd los niveles de glucosa plasmaticos por encima de los niveles
basales descritos en trucha arcoiris (70-90 mg/dl; Jentoft et al., 2005).
Lopez-Patifio et al. (2014) observaron un incremento similar tras un estimulo estresante
agudo relacionado con operaciones de manejo debido a un aumento de la
gluconeogénesis para suministrar energia al organismo y mantener la homeostasis. Sin
embargo, el ayuno no tuvo efecto sobre los niveles de glucosa en esta prueba,
posiblemente debido a que a veces las concentraciones de glucosa se mantienen estables
durante el ayuno al estimularse los procesos de glucogendlisis y gluconeogénesis
(Caruso et al., 2011). Ademas, la trucha arcoiris es una especie caracterizada por una
baja utilizacion de los carbohidratos y una regulacion endogena de la glucosa bastante

fuerte (Panserat et al., 2000). Por tanto, los resultados de esta prueba nos parecen
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indicar que las truchas son capaces de mantener sus niveles de glucosa plasmaticos tras

un ayuno de 135,6 °C d utilizando las reservas de glucdgeno.

Las truchas sometidas a un ejercicio agudo de 20 min durante el despesque
previo al sacrificio presentaron mayores concentraciones de lactato respecto a las que no
fueron sometidas a ese despesque. Merkin et al. (2010) observaron que un ejercicio
intenso en los peces incrementa el metabolismo anaerdbico en el masculo blanco a nivel
de las fibras musculares réapidas glucoliticas, conduciendo a un incremento de los
niveles de lactato plasmatico. Ademas, otros autores han observado que un aumento de
la actividad fisica previo al sacrificio de unos 15 min de duracién produce un
incremento de los niveles de glucosa y lactato en plasma (Olsen et al., 2005;
Olsen et al., 2008), como se ha observado en esta prueba sometiendo a los peces a
20 min de despesque. Aunque el lactato se encuentra mas asociado con un estimulo
estresante agudo como puede ser el despesque, también se puede ver afectado por el
ayuno, ya que la falta de alimento puede modificar las jerarquias sociales o incrementar
la agresividad de los peces (Blanco Cachafeiro, 1995). En este estudio los niveles de
lactato fueron menores en las truchas ayunadas respecto a las no ayunadas,
posiblemente por la utilizacion del mismo como sustrato para la gluconeogénesis
hepética (Blasco et al., 1992; Vijayan et al., 1996; Polakof et al., 2006)

Los niveles de triglicéridos en plasma fueron menores en las truchas sometidas a
ayuno respecto a las no ayunadas, lo que indica que las reservas grasas disminuyeron
con el ayuno de 135,6 °C d como se ha descrito en otros estudios (Costas et al., 2011;
Takahashi et al., 2011). Sin embargo, no hubo un efecto significativo del despesque
sobre los valores plasmaticos de triglicéridos, por lo que podemos suponer que un estrés
agudo producido por un despesque de 20 minutos no es suficiente para disminuir las
reservas grasas de los peces. Estudios previos en otras especies como la carpa también
han observado la falta de variacion de la concentracion de triglicéridos en plasma frente
a un estimulo estresante de tipo agudo (Li et al., 2011b).

En cuanto a los niveles de la enzima CPK, fueron menores en aquellos peces
sometidos a ayuno pero no sometidos a ejercicio previo al sacrificio que en el resto de
los grupos, posiblemente debido a unas menores demandas metabolicas en estos peces
(Evans y Watterson, 2009). Sin embargo, las truchas ayunadas pero sometidas después a

un despesque de 20 min, presentaron unos niveles similares de CPK que las no
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ayunadas, ya que el despesque puede provocar un estrés fisiologico en los peces
incrementando los niveles plasmaticos de esta enzima, probablemente debido a un dafio
muscular que libera la CPK presente en el citoplasma de las células musculares a
plasma (Shahsavani et al., 2010; Peres et al., 2013).

5.3.3. Parametros metabolicos

El ayuno de 135,6 °C d produjo una disminucion de los niveles de glucogeno
hepatico al ser utilizados por los peces para suministrar glucosa al organismo
(Navarro y Gutiérrez et al., 1995; Davis y Gaylord, 2011). Sin embargo no se encontrd
efecto del despesque sobre este pardmetro, lo que concuerda con lo observado por
Vijayan et al. (1997), quienes tras someter a truchas arcoiris a un estrés de manejo no
encontraron una disminucion de la concentracion de glucdgeno en el higado. En otras
especies si se ha descrito una reduccion del glucdégeno hepético pocos minutos después
de un estimulo estresante, como es el caso de la perca (Schwalme y MacKay, 1991) o la
lubina (Reubush y Heath, 1996), pero la trucha arcoiris es una especie que se caracteriza
por una baja utilizacion de los carbohidratos (Panserat et al., 2000), como se ha
mencionado en puntos anteriores. La concentracién de glucégeno en el masculo fue
mayor a las 0 horas post-mortem en los peces sometidos a ayuno respecto a los no
ayunados. Para enfrentar la situacién de ayuno, los peces emplearon las reservas de
glucdgeno hepaticas sin modificar las concentraciones presentes en el musculo, cuya
disminucion se relaciona mas con la actividad muscular (Navarro y Gutiérrez, 1995) y
el aumento de estas reservas con el ayuno pudo ser debido a las menores
concentraciones de cortisol plasmatico que estimularon la sintesis de glucdgeno
muscular (Milligan, 2003). Sin embargo, el despesque de 20 min previo al sacrificio no
fue lo suficientemente intenso como para modificar las reservas musculares de

glucégeno.

Respecto al color del higado, observamos un color mas oscuro y con mayor
saturacion (menor L* y h* y mayor C*) en las truchas sometidas a ayuno, posiblemente
debido a una disminucién de la concentracion de lipidos en el higado como se ha
descrito en otras especies como los pollos broilers (Trampel et al., 2005). Esta hipoétesis
se puede apoyar con los niveles mas bajos de triglicéridos plasmaticos encontrados en
las truchas sometidas a ayuno, que podrian indicar un mayor agotamiento de las

reservas lipidicas en el higado. Sin embargo, el despesque produjo un efecto contrario,
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con un higado mas brillante y con un tono menor (mayor L* y C* y menor h*) en las
truchas sometidas a 20 min de despesque previamente al sacrificio. Merkin et al. (2010)
observaron que el aumento de actividad fisica produce una respuesta de estrés en los
peces que incrementa su actividad metabolica (menor presion parcial de O y mayor
presion parcial de CO.), lo que reduce el suministro sanguineo al higado pudiendo

relacionarse con esta pérdida de tonalidad en el mismo.
5.3.4. Parametros de calidad de canal y de carne

La evolucion del rigor mortis se vio afectada de forma general en las distintas
horas post-mortem por el ayuno y el despesque pre-sacrificio, siendo evidente este
efecto a las 48 horas post-mortem, ya que mientras todos los grupos llegaron a la fase de
rigor completo a la vez (24 horas post-mortem), la resolucion del mismo a las 48 horas
post-mortem fue méas lenta en los peces sometidos a ayuno y despesque previo al
sacrificio respecto a los no ayunados y no sometidos a ejercicio agudo durante el
despesque, respectivamente, como también se puede observar en la menor diferencia en
estos grupos entre los angulos a 24 y 48 horas post-mortem. Esto pudo ser debido al
tamano de los peces, ya que aquellos sometidos a ayuno presentaron un coeficiente de
condicion corporal menor que los no ayunados y esto retrasa la resolucion del rigor
(Gokoglu y Yerlikaya, 2015). EIl propio ayuno y el despesque pre-sacrificio también
pudieron haber provocado una resolucion del rigor mortis mas lenta al generar una
respuesta de estrés alta (Zampacavallo et al., 2015) y empeorando por tanto la calidad

de la carne (Borderias y Sanchez-Alonso, 2011).

El pH muscular a las 0 horas post-mortem fue mayor en las truchas sometidas a
ejercicio agudo durante el despesque respecto a las que no lo fueron. EI aumento de la
actividad fisica producido durante el despesque de los peces genera una actividad
muscular que va a dar lugar a una glucogenolisis anaerobia que disminuye el pH
muscular (Poli et al., 2005), sin embargo, el despesque prolongado durante 20 min a los
que fueron sometidos los peces hizo que los niveles de glucdgeno muscular
descendieran, aunque no de manera significativa, en los peces sometidos a ejercicio
agudo previo al despesque y por tanto no hubiese suficiente conversion de glucdgeno a
acido lactico para descender el pH (Bermejo-Poza et al., 2015). Este proceso se vio mas
acentuado a las 48 horas post-mortem por el ayuno, que generd una mayor respuesta de

estrés en las truchas sometidas a 20 min de despesque previo al sacrificio presentando
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un pH muscular en este tiempo mayor que las no sometidas a ejercicio agudo previo al

despesque.

El ayuno de 135,6 °C d al que fueron sometidas las truchas produjo una
disminucion de la luminosidad y la saturacion del color del musculo, como se ha
descrito en otros estudios en salménidos sometidos a ayuno (Alvarez et al., 2008). Esta
pérdida de color se hizo mayor a las 24 horas post-mortem, ya que el tiempo de
conservacion influye en gran medida en el color del masculo, disminuyendo su
intensidad a medida que avanza el tiempo de conservacion (Markare et al., 2008). Estos
cambios se vieron también producidos por el despesque pero solo a nivel de la
luminosidad, disminuyendo la misma con el despesque a las 0 horas post-mortem y
aumentando a las 24 horas post-mortem, lo que podria estar relacionado con los
cambios en el pH muscular que producen una desnaturalizacion proteica en las fibras
musculares cambiando sus propiedades de refraccion de la luz (Warris, 1996;
Swatland, 2003).

Las truchas ayunadas durante 135,6 °C d presentaron un menor nimero de
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARs) como producto de la oxidacién de
lipidos presentes en el musculo. Se ha visto en otras especies como la lubina que el
ayuno hasta 72 horas genera una tendencia a incrementar los valores de TBARSs debido
a la oxidacion lipidica (Alvarez et al., 2008). En trucha arcoiris se ha descrito una
disminucion de los valores de TBARs tras 3 dias de ayuno (Kamireddy et al., 2011) y,
en nuestro caso, el ayuno fue mas prolongado, posiblemente agotando las reservas

lipidicas presentes en el musculo y generando una menor oxidacion por falta de lipidos

En cuanto a la composicion en &cidos grasos del musculo, podemos observar que
los &cidos grasos mayoritarios en ambos tiempos post-mortem (0 y 48 horas) fueron los
acidos grasos monoinsaturados y los poliinsaturados, debido a la capacidad de los peces
de agua dulce, como la trucha arcoiris, de desaturar endogenamente los acidos grasos
saturados a acidos grasos monoinsaturados (Tocher, 2003). Los &cidos grasos de mayor
porcentaje fueron el C16:0 y el C18:1 n-9, indicando que estos son las principales
fuentes de energia en la trucha arcoiris (Suarez et al., 2014), seguidos de los acidos
grasos poliinsaturados C18:2 n-6 y C22:6 n-3, lo que confirma lo descrito por otros
autores que observaron esta composicion mayoritaria en acidos grasos en el musculo de

la trucha arcoiris (Bayraktar y Bayir, 2012; Suérez et al., 2014; Tasbozan et al., 2016).
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La mayoria de los cambios destacables debido a los dos factores estudiados (ayuno y

despesque pre-sacrificio) se produjeron a las 48 horas post-mortem.

Respecto a los &cidos grasos saturados podemos destacar que a las 48 horas
post-mortem se observo un aumento del porcentaje total de &cidos grasos saturados.
Jezierka et al. (1982) estudiaron el perfil de acidos grasos de la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) en el masculo y observaron un aumento de los &cidos grasos
saturados tras someterlas a 27 dias de ayuno, causado por la disminucion de los
monoinsaturados, mientras que el contenido de los poliinsaturados se mantuvo
constante, lo que estd en consonancia con nuestros resultados. Concretamente, el
porcentaje del &cido graso C16:0 fue mayor en las truchas ayunadas respecto a las no
ayunadas, lo que concuerda con los datos obtenidos por Einen et al. (1998) en salmén
atlantico tras someterlos a ayuno antes del sacrificio. EI C18:0 mostré un descenso
significativo en la proporcion de este &cido graso en las truchas ayunadas y sometidas a
despesque respecto al resto de los grupos. Sargent et al. (1997) observaron que los
acidos grasos saturados son generalmente considerados como sustratos para la
produccién de energia, de la misma forma que Penney y Moffit (2015), quienes
estudiaron los perfiles de acidos grasos en la trucha arcoiris durante las migraciones y
observaron que la trucha arcoiris utiliza selectivamente los acidos grasos saturados y los
monoinsaturados. Sin embargo, Hazel y Sidel (2003) establecieron que la energia para
el metabolismo aerdbico esta administrada por el catabolismo de los acidos grasos

insaturados.

En cuanto a los acidos grasos monoinsaturados, la proporcion total y de
C18:1 n-9, acido graso monoinsaturado mayoritario, estuvieron significativamente
afectados por el ayuno pre-sacrificio las 48 horas post-mortem, siendo estas
proporciones menores en las truchas sometidas a ayuno respecto de las no ayunadas. En
este sentido, Sidell et al. (1995) observaron, a través de experimentos de competicion de
sustrato, que los tejidos tienen preferencia por el catabolismo de los acidos grasos
monoinsaturados, ademas sugieren que los acidos grasos monoinsaturados son los mas
utilizados en el metabolismo energético, al igual que Tocher (2003), el cual indica que
los &cidos grasos monoinsaturados de cadena larga se pueden oxidar facilmente ante
situaciones de estrés, especialmente el C18:1 n-9, que se vio también disminuido debido
al ejercicio agudo previo al despesque pre-sacrificio. EI Cl17:1 y C22:1 n-9
disminuyeron en los animales sometidos a ayuno y a 20 min de ejercicio agudo previo
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al despesque debido a la interaccion del ayuno y despesque. Diversos estudios han
mostrado un uso preferencial de los &cidos grasos monoinsaturados como fuente de
energia. Ringg et al. (1990) no obtuvieron resultados significativos en musculo de la
trucha alpina sometidas a 50 dias de ayuno, no obstante, obtuvieron resultados
significativos en el higado, produciéndose una disminucion del C22:1 n-9, el cual era
utilizado como fuente de energia. En cambio, en el C16:1 n-9 y C18:1 n-7 se observo
una proporcion de estos &cidos grasos aumentados en las truchas sometidas a ayuno y
ejercicio agudo previo al despesque. La utilizacion del C16:1 n-9, pero no del C18:1 n-7
ha sido observada anteriormente por Sargent et al. (1997) en larvas de trucha arcoiris
sometidas a ayuno y también por Takeuchi y Watanabe (1982), que estudiaron el efecto
del ayuno en el perfil de &cidos grasos de la trucha arcoiris.

En los salménidos sometidos a ayuno, la oxidacién de SFA y MUFA es mas
habitual que la de los PUFA. En las mitocondrias se produce la B-oxidacion de los SFA
y MUFA para la obtencion de energia en la célula, siendo esta via mas complicada de
ser realizada por los PUFA. Ademas, los acidos grasos de cadena larga son oxidados
mas lentamente que los de cadena corta (Tocher, 2003). En lineas generales los
resultados obtenidos muestran como los PUFA fueron conservados al someter a los
animales a situaciones estresantes. Los PUFA estuvieron menos afectados por el ayuno
y el despesque que los SFA y MUFA. Esto se debe a que los PUFA tienen funciones
muy importantes en las membranas biologicas gracias a sus propiedades fisicas unicas
aportando fluidez a las membranas. Asi en los estudios de Henderson y Tocher (1987)
en peces sometidos a restricciones alimentarias, los acidos grasos n-3 estuvieron menos
afectados que los &cidos grasos monoinsaturados (C16:1, C18:1 n-9 y C20:1 n-9), que
son movilizados para la produccion de energia. Zengin et al. (2013) observaron como el
acido C22:6 n-3 era conservado, ya que se le atribuyen numerosas funciones
fisioldgicas, incorporandose en le retina o el cerebro. Sushick et al. (2007) también
observaron como el C20:5 n-3 y C22:6 n-3 eran conservados antes del periodo

reproductivo.

Los acidos grasos que estuvieron afectados por el ayuno, el despesque o la
interaccion entre ambos factores fueron a las 0 horas post-mortem el C20:2 n-6,
C20:3 n-6, C22:6 n-3 y C18:3 n-6, mientras que a las 48 horas post-mortem se vieron
afectados el C18:2 n-6, C18:4 n-3, C20:4 n-6. Kiessling et al. (2005), en un estudio con
salmones en el que compararon el perfil de acidos grasos en salmones sometidos a
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restriccion alimentaria frente a otros alimentados con la racion méaxima y sometidos a
gjercicio, obtuvieron solo resultados significativos en aquellos animales cuya racion era
del 75% de la racion diaria, lo que sugiere que un incremento en la demanda de energia
no es suficiente para evocar cambios en la composicion, sino que debe de ser
acompariado de una restriccion en la alimentacion. En este estudio los acidos grasos mas
afectados por el ejercicio fueron los n-3, al igual que en nuestro estudio (C22:6 n-3). El
aumento de la actividad fisica tiene efectos sobre la accion de determinadas enzimas
relacionadas con el metabolismo lipidico. Magnoni y Weber (2007) observaron un
aumento de la actividad en el mdsculo de la lipoproteina lipasa, en truchas arcoiris,
sometidas a un ejercicio de resistencia, mientras que Morash et al. (2014) determinaron
que truchas entrenadas tienen mas altos los niveles de enzimas asociadas con el

metabolismo aerdbico, sobre todo de la HOAD (hidroxacil CoA deshidrogenasa).
5.3.5. Conclusiones parciales

Someter a las truchas a un ayuno de 135,6 °C d produjo una disminucién del
coeficiente de condicion corporal, la concentracion de triglicéridos en plasma o el
glucégeno hepatico. Ademas se vieron afectados pardmetros relacionados con la calidad
de la carne importantes para el consumidor como la composicién en &cidos grasos,
afectandose en menor medida los PUFA debido a que los peces tienden a conservarlos
por sus importantes funciones fisioldgicas. Ademas se pudo observar que las diferencias
significativas en el perfil de &cidos grasos fueron debidas a los efectos del ayuno y del
despesque sumados, siendo el primero el mas importante, lo que sugiere que un
incremento en la demanda de energia no es suficiente para evocar cambios en la
composicion de é&cidos grasos sino estd acompafiado de una restriccion en la

alimentacion.

Sin embargo, no parecié ser tan estresante para los peces como el someterlos
durante 20 minutos a un despesque pre-sacrificio, que aumentd de manera significativa
los niveles de cortisol, glucosa y lactato plasmaticos, indicando un efecto negativo sobre
el bienestar animal. El estado metabdlico de las truchas también se vio reflejado en el
color del higado, volviendose méas oscuro con el ayuno y mas brillante frente al aumento
de la actividad fisica producido por el despesque, lo que confirma a este pardmetro
como un buen indicador de bienestar animal para ser utilizado en peces, aunque son

necesarios mas estudios para determinar si la pérdida de luminosidad se debe a una
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reduccion en la concentracion de lipidos en el higado o a una reduccion de la perfusion
sanguinea. En vista a nuestros resultados podemos destacar que, independientemente
del periodo de ayuno pre-sacrificio, parece indispensable reducir al minimo el tiempo

dedicado al despesque de los peces en el caso de la trucha arcoiris.
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6. CONCLUSIONES

Del analisis de los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral se han
podido extraer las siguientes conclusiones que responden a los tres objetivos planteados

inicialmente:

1. Un periodo de ayuno de 17,2-22,3 °C d durante el manejo pre-sacrificio en la
trucha arcoiris nos permite obtener un vaciado total del aparato digestivo y a la
Vez Nnos aseguramos una menor respuesta de estrés con la consiguiente mejor
calidad de la carne.

2. La respuesta de estrés generada por el ayuno pre-sacrificio en la trucha arcoiris
se puede reducir mediante la modificacion de la frecuencia de alimentacion en el
ultimo mes de engorde. En concreto, la frecuencia de alimentacion “skip a day”
0 en dias alternos es capaz de disminuir la respuesta de estrés generada por un
ayuno de 2 dias (24,3 °C d, cercano a los margenes 6ptimos de duracién para el
ayuno pre-sacrificio comentados anteriormente) permitiendo a los productores
acuicolas proporcionar un mejor bienestar animal a los peces.

3. El sistema de alimentacion en dias alternos o “skip a day” presenta ademas unos
beneficios en la calidad de la carne de las truchas sometidas a este régimen
alimenticio, ya que al reducir la respuesta de estrés producida por el ayuno se
produce una caida del pH y una evolucion del rigor mortis mas adecuada para la
obtencién de una carne de mejor calidad.

4. Independientemente del periodo de ayuno pre-sacrificio, el despesque produce
una gran respuesta de estrés en los peces durante el periodo pre-sacrificio, por lo
que es indispensable reducir al minimo el tiempo en que se lleva a cabo esta
practica.

5. Sin embargo, para que se produzcan cambios significativos en el perfil de acidos
grasos de la carne de trucha no es suficiente el incremento de la demanda
energética producido por el ejercicio agudo durante el despesque, sino que la
falta de alimento tiene un efecto mayo en este perfil, factor importante en la
calidad de la carne de pescado para el consumidor.
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ACTH: Hormona adrenocorticotropa

ADP: Adenosin difosfato

AMP: Adenosin monofosfato

ATP: Adenosin trifosfato

BHT: Butil hidroxitolueno

CC: Coeficiente de condicion corporal

CIWF: Compassion in World Farming

CPK: Enzima creatin fosfoquinasa

CRA: Capacidad de retencion de agua

CRH: Hormona liberadora de corticotropina

DHA: Acido graso docosahexaenoico (C22:6 n-3)

DSI: indice digestivo-somatico

EDTA: Acido etilendiamintetraacético

EFSA: European Food Safety Authority

elong: Enzimas elongasas

EPA: Acido graso eicosapentaenoico (C20:5 n-3)

ETSIM: Escuela Técnica Superior de Ingenieros de Montes
FAOQ: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
FAWC: Farm Animal Welfare Council

FFA: Acidos grasos libres

G6P: Enzima glucosa 6-fosfatasa
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G6PDH: Enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
GDH: Enzima glutamato deshidrogenasa

GK: Enzima glicerol quinasa

GM: Glucogeno muscular

GNS: Enzima glutamina sintetasa

GOD: Enzima glucosa oxidasa

GP: Enzima glucégeno fosforilasa

GPO: Enzima glicerofosfato oxidasa

Grados dia: °C d

GS: Enzima glucégeno sintetasa

HOAD: 3-hidroxiacil-coenzima A deshidrogenasa
HPI: Eje hipotalamo-pituitaria-interrenal

HRPO: Peroxidasa de rabano picante

HSA: Humane Slaughter Association

HSI: indice hepatosomatico

Hx: Hipoxantina

I/A: Ratio IMP/ATP

IMP: Inosina monofosfato

Ino: Inosina

LCFA: Acidos grasos de cadena larga

LDH: Enzima lactato deshidrogenasa
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LO: Enzima lactato oxidasa

LPL: Enzima lipoproteinlipasa

MDA: Malondialdehido

MUFA: Acidos grasos monoinsaturados

n-3: Acidos grasos omega-3

n-6: Acidos grasos omega-6

OIE: Organizacion Internacional para la salud animal
PBS: Tampon fosfato

PEP: Fosfoenolpiruvato

PEPCK: Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa

POD: Enzima peroxidasa

PUFA: Acidos grasos poliinsaturados

RM: Rigor mortis

SFA: Acidos grasos saturados

TBA: Acido tiobarbitdrico

TBARs: Sustancias reactivas al 4cido tiobarbiturico
TCA: Acido tricloroacético

TMB: Tetrametilbenzidina

Xa: Xantina
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Pre-slaughter fasting, usually measured in days, helps to empty the digestive system but less is known about its
effect on fish welfare or flesh quality. We evaluated the combined effects of fasting (measured in degree-days,
°C d), preceded by intermittent feeding in the last month of production, on the flesh quality rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). Trout (n = 240) were fed the same total amount of food either daily (D), once every
two days (2D) or once every four days (4D) for one month, and then fasted for 24.3 °C d (2 days) or 102 °Cd
(9days). There was a significant interaction between the effects of intermittent feeding and pre-slaughter fasting

l[:(ac-gft\ia:]o;ds. for most of the parameters measured. Slaughter weight was higher in 2D and 4D trout after two days of fasting,

Glycogen probably since they had more feed in their stomachs. Muscle glycogen and the hepato-somatic index were also

Flesh quality higher in 2D trout after 2 days of fasting, suggesting higher energy reserves. There was no interaction between

Degree-days the effects of intermittent feeding and fasting on final muscle pH which was higher after 9 days of fasting,

Ei-:h ij'fﬂre indicating poorer flesh quality. Overall, the results suggest that trout that received a skip-a-day feeding schedule
ip aday

one month before slaughter, adapt better to a two day fast than trout fed daily or once every four days.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Ethical and sustainable aquaculture involves considering fish welfare,
but there is little information about the effect of some routine handling
procedures on trout welfare, despite its being one of the most produced
species in Europe (176.983 metric tons in 2012; APROMAR, 2013 ). One
example of the effects of a routine procedure which we know little
about is fasting, which is performed under several different situations
including size classification and pre-slaughter handling. Fasting prior to
slaughter empties the gut and decreases oxygen demand and waste
production (Robb, 2008). It also reduces the amount of feed and feces
in the digestive system, so spoilage is delayed and digestive enzyme
activity is reduced after rigor mortis is resolved. However, fasting may
also increase stress levels and if these levels are high enough, it affects
the onset and release of rigor mortis, which determines the duration of
fish freshness (Poli et al., 2003).

The duration of fasting necessary to empty the gut is species and
water temperature dependent but may be expected to be from one to
five days. Previous authors have suggested that food withdrawal during
that period is unlikely to cause significant welfare problems (Lines and
Spence, 2012; Lopez-Luna et al., 2013). In commercial practice there are

* Corresponding author. Tel: + 34 616858629.
E-mail address: rbermejo@ucm.es (R. Bermejo-Poza).

http://dx.doiorg/10.1016/j.aguaculture.2015.03.007
0044-8486/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

no strict rules controlling the time of pre-slaughter fasting. However,
the Farm Animal Welfare Council (FAWC, 1996) suggests 48 h of fasting
as a maximum for trout and the Compassion in World Farming { CIWF,
2009) suggests a maximum of 72 h. The European Food Safety Authority
(EFSA, 2008) recommends not fasting rainbow trout for over 50 °C d
(degree-days). Apart from assessing time limits (in days or hours),
it is important to set acceptable ranges in terms of degree-days
(Lépez-Luna et al., 2014). In aquaculture, degree-days are used to esti-
mate the amount of time needed for different stages of growth, such
as incubating eggs, breeding or fattening (From and Rasmussen, 1992).
Some authors have analyzed the effect of short term fasting (up to
65 °C d) on flesh quality (Lopez-Luna et al, 2014) but few studies have
considered the effect of feeding in the last month of fattening on pre-
slaughter fasting stress and product quality or compared extremes of
fasting in terms of degree-days (for example 20 °C days vs. values over
65 °C days).

Much research has been performed on the effect of feeding frequency
on fish stress (e.g., Cafion Jones et al,, 2012), but less is known about the
effects of short intermittent feeding in the last part of fattening on the
subsequent response to pre-slaughter fasting. According to Armstrong
and Schindler (2011), in the wild, most carnivorous fish eat once every
two days. This suggests that feeding once every two days might be
acceptable for trout physiologically, like the skip-a-day systems com-
monly used in poultry {Oyedeji and Atteh, 2005) and tested on other


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848615001465
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Abstract

Fasting is commonly used in aquacolture to empty the gut before staughter, but little is known cbout how feeding frequency before
fasting offects the stress response of trout. To find out more, 240 reinbow trout {Oncorhynchus mykiss) were separated into three
groups with different feeding schedules during the finol month of fottening, from 26 September to 28 October 2013 (doily, every two
days or every four days} end two durations of pre-slaughter fasting (two days of fasting; 24.3 degree days, to nine days of fosting;
102 degree duys). After sloughter, ¢ number of stress-reloted paremeters were meosured, such as liver glycogen, skinfgill colour ond
haematological parometers (cortisol, glucose, factate, trighcerides, loctote dehydrogenase ond creatine phosphokinase). Trout given
food every two days on the farm had lower levels of cortisol and higher levels of triglycerides end liver glycogen than the other treat-
ments ofter two days of fosting; indicating that habituating trout to feed once every two days in the findl month of fattening lowered

their stress response to two days of fosting before sloughter.

Keywords: animal welfare, cortisol, fasting, glycogen, rainbow trout, stress response

Introduction

In aquaculture, the fasting of fish prior to slaughter is
comimonly practiced to evacuate the gut and reduce oxygen
demand and waste production (Lines & Spence 2012). In
recent years concerns regarding the maximum permissible
duration of the fasting have been raised for different conti-
nental (Barcellos ef af 2010) and marine fish (Morkore ef of
2008). In trout, the Farm Animal Welfare Council recommends
a 48-h limit on fasting (FAWC 1996), arguing that the welfare
of farmed fish that have been fed regularly will be affected
negatively by a sudden cessation of feeding. However, it is also
important to consider the effect of feeding frequency before
fasting. Rainbow trout (Orcorhynchus mykiss) in the wild, as
most carnivorous fish, live a life of feast and famine, where
prey i3 distributed heterogeneously in space and time
(Armstrong & Schindler 2011). Fish can store energy when
abundant and mobilise it during fasting, although both
processes have limitations dependent upon species, life stage,
environmental conditions and habituation.

Many recent publications have considered the effect of
feeding frequency on fish growth and welfare (eg Cafion
Jones et al 2012) but fewer have considered the effect of

intermittent access to feed and its effect on the reaction to
short-term pre-slaughter fasting. In the wild, most carniv-
orous fish have one meal every two days (Armstrong &
Schindler 2011), suggesting that trout could adapt to a skip
a day system, commeonly used in poultry (Oyedeji & Atteh
2005) and tested on other fish, such as nile tilapia
(Oreochromis niloticus) (Villarroel ef ¢f 2011). Although
fish may present motivational mechanisms for feeding
when nutritional reserves are low (eg Metcalfe & Thorpe
1992), farmed rainbow treut can fast for weeks (Ashley
2007) with no apparent negative effect on stress physi-
ology or behaviour (Pottinger ef al 2003; Jentoft ef al
2005). More recently, a number of authors have analysed
the effect of short-term fasting (up to three days) on
plasma stress indicaters in rainbow trout (Hoeseini ef &l
2013), including the effect of water temperature (Lépez-
Luna ef ai 2013) and its effect on flesh quality (Lépez-
Luna ef al 2014) but few studies have congidered the effect
of different feeding schedules in the final month of
fattening on pre-slaughter fasting stress or compared
extremes of fasting in terms of degree days (for example
20°C days vs values over 65°C days).
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Experimental design. A) Experimental groups and number of fish in each one. Trout fed during the last month of fattening every day
(group D), every two days (group 2D) or every four days (group 4D} and different fasting period, with a total of six different groups.
B} Trial sequence indicating when each group was fed and the days of sampling (5) at two or nine days of fasting.

Recently, we published results regarding the effect of
feeding frequency in the final month of fattening and pre-
slanghter fasting on the flesh quality of rainbow trout
(Bermejo-Poza et al 2015). Here, we describe results from
the same trial carried out under commercial conditions but
concerning different stress response indicators, such as
plasma levels of cortisol, glucose, lactate, triglycerides,
lactate dehydrogenase (LDH) and creatine phosphokinase
(CPK) as well as liver glycogen, skin/gill colour.

Materials and methods

Fish and experimental design

The experimental design has been described previcusly in
Bermejo-Poza ef f (2015). Briefly, the trial was carried out
at a fish farm in the province of Guadalajara, Spain, on the
banks of the Tajufia River (40° 49" 4.6057, 2° 44°
49.20727). Six groups of 40 rainbow trout were placed in
cages (1.5 x 0.8 x 0.35 m; length * width x height) in six
parallel raceways (30 % 6 my length » width) receiving a
constant flow of river water (approximately 0.06 m ™), for
a total of 240 fish. The headwater for each raceway came
directly from the river (had not passed through other tanks
of fish) and was not recirculated (one pass). Their initial
mean (+ SD) weight was 324 (+ 41) g

Each trout was individually identified using 2 * 12-mm Pit-
Tags (Pit Tag i-Tag 162, Sweden) injected under the dorsal

fin, a month prior to the experiment. During the entire
experiment animals were subjected to natural phetoperiod

and fed a commercial feed dwring the final moenth of
fattening, from 26 September (Day 0) to 28 October 2013
(Day 32), with the fellowing composition: 41% crude
protein, 21.5% carbohydrate, 24% crude fat, 6.5% ash and
2.5% crude fibre. To caleulate degree-days, water tempera-
ture was recorded once every 5 min during the entire trial
using underwater temperature sensors (Hobo®-Ull,
Bourne, MA, USA).

Two cages of trout were fed every day (D), two once
every two days (2D; one day of fasting or skip-a-day
system) and two more once every four days (4D; three
days of fasting), with a total of six cages for the experi-
ment. All treatments were given the same amount of food
in total but D trout received 1.2% of their bodyweight in
feed every day, 2D trout were fed 2.4% of their body-
weight once every two days and 4D trout were fod 4.8%
of their bodyweight once esvery four days. Since the
amount of food provided per day in this group was very
high, they were fed to satiation and fed again to satiation
1 h later. All fish were fed in this manner for a month,
then before slaughter three cages (eone cage per
treatment; n = 40 per treatmnent) was fasted two days pre-
slanghter and the other three were fasted nine days pre-
slaughter (one cage per treatment; n = 40 per treatment),
corresponding to 24.3°C days (Day 34) and 102°C days
(Day 41), respectively, based on the temperature data.
This way, all trout started their fasting period the day
after they received food for the last time (Figure 1).

© 201& Universities Federation for Animal Welfare
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Table | Mean (x SEM) haematological parameters of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) on different feeding system
(FS) and days of fasting (DF).

Haematological Daily (DY) Skip a day (2D) Every four days (4D) Significance (P)
parameters

2 9 2 9 2 9 FS DF FS x DF
n 37 31 30 40 39 33
Cortisol (ng ml') 204 1L7)* 209 (£ 1.6)° 150 (200 258 (£ 140 218 (x 1.3)* 216 (£ 1.7)* ns <005 <00l
Glucose mg dI-') 131 (£ 6)*  79(£50¢ 1277 12(x7)* 142(x5¢ BB(x6)* ns < 0.001 < 0.0l
Lactate (mmol I) 205 (£ 1.5 142 (£ 1.3 269 (£ 3.95° 36.6 (+ 2.9)° 28 (£ 23" 29.1 (£ 2.7)* < 0.001 ns <00l
Triglycerides (mg dI"') 360 (£ [5)° 436 (x 21)* 87 (£ 83) 354 (x 16) 522 (x 24)* 293 (x 12)° < Q.00 <0.001 < 0.00]
LDH (U I 571 (£ 26)* 551 (£29)" 587 (x47)° 567 (£31)* 878 (£ 63)* 430 (x28)" ns < (.00l < 0.001
CPK (U 1) 541 (£ 68) 414 (£69) 576(x85 HM3(£96) 340(x55 4I19(xé4) ns ns ns

=bed Different superscripts within a row indicate significant differences among groups (feeding system % days of fasting; P < 0.05).

Slaughtering and analysis

Prior to slaughter, the water level of the raceway was slowly
lowered to half the cage height (which took 10 min). The
trout were captured with dip nets and killed immediately
(< 15 5) using the ikijime method, piercing the brain of the
fish with a sharp metal tip, as it is suggested to cause the
least amount of suffering as well as the smallest possible
changes in flesh quality (Malcolmsen et a/ 1995).

Immediately following slaughter, each fish was weighed
and blood samples taken from the caudal vein which were
divided into two Eppendorf tubes, one with sodium fluoride
(NaF) for the determination of glucose and lactate and
another with EDTA as an anticoagulant for cortisol, LDH,
CPK and friglycerides. Both tubes were centrifuged at
6,000g for 10 min to remove the plasma, and stored imme-
diately at 4°C until analysis.

Determination of concentration of liver glycogen was
based on the technique described by Dreiling ef a/ (1987),
using samples of liver of 0.3 g. The liver was weighed
previously in all fish. Finally, colour measurements were
taken for skin and gill using a Minolta Spectrophotometer
CM-2500c (Minolta, Osaka, Japan). The CIE 1976
L*a*b¥* system recommended by the International
Commission Numination (CIE 1978) was chosen as the
colour scale. Three measurements were taken on the right
side of the fish for both skin and gill.

Statistical analysis

The parameters were analysed using the SAS software
version 9.0 (Statistical Analysis System Institute Inc, Cary,
NC, USA). A Bonferroni test was used to compare means.
We used the GLM procedure of SAS with the feeding
system (daily, once every two days or once every four days)
and days of fasting (two or nine) as fixed effects, including
in the model the interaction between the two factors. For the
liver glycogen and slaughter weight, liver weight and initial
weight were introduced into the model as covariates.

Results

Overall, the haematological parameters and glycogen
levels, for the 2D trout were indicative of a lower stress
response. As far as production data, slaughter weight was
lower after nine days of fasting (102°C) in 2D
(365 [£ 5.49] g) and 4D trout (330 [+ 6.03] g), while D trout
did not vary significantly between two (353 [+ 5.91] g) and
nine days of fasting (352 [+ 6.91] g). The 2D trout also had
the highest slaughter weight (381 [+ 5.73] g).

Haematological parameters

There was a significant interaction between feeding
system and days of fasting for plasma cortisol levels. In
feeding systems D and 4D, cortisol levels were similar at
two and nine days (24.3 vs 102°C days). On the other
hand, 2D trout had lower levels of cortisol at two days of
fasting than after nine. Glucose plasma levels also
showed a significant interaction between feeding system
and days of fasting. In this case, the plasma glucose
concentrations in D and 4D trout were lower after nine
than after two days of fasting. For lactate, a significant
interaction was found between the two factors studied.
There were no significant differences in lactate concentra-
tions after two days of fasting between feeding systems.
But, after nine days of fasting, the D trout had the lowest
values of lactate. Regarding triglycerides, there was a
significant interaction between the two fixed factors (FS
and DF); after two days of fasting 2D trout showed the
highest values, and 4D trout were, in turn, higher than D
trout values. These values decreased after nine days of
fasting in 2D and 4D trout but not in D trout. There was a
significant interaction between feeding system and days
of fasting for LDH, where values were similar among
groups, except for highest value for 4D trout fasted two
days. The CPK walues were not significantly different
among feeding system or days of fasting (Table 1).

Animal Welfare 2016, 25: 339-346
doi: 10.7120/09627286.25.3.339
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Figure 2
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Table 2 Mean (X SEM) skin and gill colour of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) on different feeding system (FS) and

days of fasting (DF).

Colour Daily (D) Skip a day (2D) Every four days (4D) Significance (P)
2 9 2 9 2 9 FS DF FS x DF

n [ l& & 20 20 17

Skin cofour

L* 3053 (£ .56y 29.12 (x .64y 31.22 (x .62} 23.92 (£ 0.75) 35.17 (£ 1.95)* 25.00 (£ 0.84) ns < 0.001 «0.01

a* .51 (z 027y 1.78 (x 0.24)" 156 (£ 0.18y° 0.86 (£ 0.12) 2.94 (£ 0.5% 119 (x 0.5 <0.05 <0.01 <0.0l

b* 6.76 (£ 0.5%9 823 (£ 0.60» 740 (x0.71F 4.88 (x 049y 6.95 (x 0.38y 5.84 (x 048" < 0.05 ns < 0.0

Gill colour

L* 36.76 (£ .24y 34.08 (x 0.83) 37.77 (x 1.61)™ 3454 (£ 0.72) 41.15 (£ 2.37)* 36.76 ( 0.64)" <0.05 < 0.0l ns

a* 1626 (£ 0.21y 1645 (£ 071y 1419 (x 0.94) [7.2% (x 0.49) [1.3% (£ 0.96)" 16.66 (x .51 <0.01 <0.001 <0.0

b* %38 (£ 053y 88D (£ 03" 857 (x 047y 962 (040 7.84 (x 047 991 (x 037F ns < 0.05 <00l

= Different superscripts within a row indicate significant differences among groups (feeding system X days of fasting; P < 0.05).

Liver glycogen

Regarding liver glycogen, there was a significant interac-
tion between feeding system and days of fasting. While in
4D trout, liver glycogen remained similar after nine days of
fasting, in D and 2D trout thers wag a significant decrease
between two and nine days of fasting. The 2D tout
subjected to two days of fasting presented the highest value
of liver glycogen (Figure 2).

Skin and gill colour

There was a significant interaction between feeding system
and days of fasting for skin L*, a* and b®. The L¥ was
lower in 2D and 4D trout subjected to nine days of fasting
than after two days of fasting. Skin a* was similar in D and

2D tout, but in 4D trout was significantly lower at nine
days of fasting than after two. Skin b¥* presented compa-
rable wvalues at both fasting times in D and 4D trout.
Regarding gill colour, L* was significantly affected by
feeding system and days of fasting, with a slight decrease in
all feeding systemns after nine days of fasting. Gill a*
showed a significant interaction between the two fixed
effects (FS and DF). 4D trout after two days of fasting
showed lower values than D trout (two and nine days of
fasting) and 2D and 4D trout after nine days of fasting.
Finally, gill b* alse presented a significant interaction
between feeding system and days of fasting. 4D trout
showed lower values after two days of fastingthan 2D and
D trout after nine (Table 2).
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Discussion

Haematological parameters

Plasma cortisol levels were similar after two and nine days
of fasting in D and 4D trout. However, in the 2D system,
cortisol concentrations were lower after two days than after
nine days of fasting. In the literature, there is no clear
consensus about the effect of fasting on plasma cortisol
concenfrations in rainbow frout. Overall, cortisol levels in
our study were slightly higher than resting values reported
by others (5-20 ng ml™; Barton & Iwama 1991; Pottinger
et al 2003). Some studies report an increase in cortisol with
fasting (Sumpter ef al 1991; Varnavsky ef al 1995; Blom
et al 2000; Peterson & Small 2004), others find no effect
(Reddy ef al 1995) or even decreased levels with fasting
(Farbridge & Leatherland 1992; Small 2005). Our study
underlines the importance of considering previous feeding
frequencies on the response of tish to fasting, since the 2D
trout had lower cortisol levels after two days of fasting than
after nine while D and 4D fish showed no changes across
two or nine days of fasting. The lack of change in the 4D
group could be a result of the prior feeding regime intro-
ducing a chronic stress, that has been reported to diminish
the cortisol response to an acute stressor (Ings ef af 2011;
‘Wunderink ef af 2011), so that the cortisol levels could not
increase from day two to day nine of fasting. A similar
pattern was found in the D trout, where cortisol levels
remained similar at two and nine days of fasting. Here, the
reason may be due to the high stress of going from plenty of
access to food every day to zero food which could increase
social stress and the stress response (Jeftrey et af 2014). The
lower plasma cortisol levels in 2D trout after two days of
fasting suggest a lower stress response, possibly since trout
were already habituated to this schedule.

Glucose levels can reach 150 mg 100 ml™! in rainbow trout
(Pottinger & Carrick 1999), with basal levels of
70-90 mg 100 ml" (Jentoft e @l 2005). Poitinger ef al
(2003) found that 1t decreased after three days of fasting and
it has been demonstrated that five days was sufficient to
induce hypoglycaemia (Furné ef al 2012). As expected,
plasma glucose levels decreased after nine days of fasting
compared to two days in D and 4D frout. In contrast,
glucose concenfrations were similar in 2D trout at two and
nine days of fasting. This lack of change between glucose
levels of 2D trout at nine days of fasting compared to two
days could be associated with the elevated concentrations of
cortisol observed. In fact, high cortisol concentrations might
warrant normoglycaemia through activation of gluconeoge-
nesis (Polakof er al 2006). Nevertheless, glucose levels
were relatively high after two days of fasting in all treat-
ments, perhaps due to a significant decrease in plasma
glucose levels and activation of gluconeogenesis mediated
by cortisol (Hoseini et al 2013).

Plasma lactate levels were not greatly affected by days of
fasting but more by feeding system. Lactate levels should
decrease in fasted fish (Blasco et ol 1992) to enhance the
formation of glucose in the liver (Liew et al 2012). In the
case of raimmbow trout, basal levels are around 0.5 mmol 1™
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and values above 1.3 mmol 1" have been suggested to
indicate stress (Ings er af 2011). The high levels obtained
during our test (14-37 mmol ') may be due to other factors
besides fasting that were not measured, but probably not a
result of the capture since lactate takes 2-4 h to increase in
plasma after an episode of acute stress (Olsen er af 2005).
Other pre-harvest stimuli, such as adjustments of social
hierarchies within the groups, may have increased anacrobic
muscular activity as well as lactate levels.

Triglycerides should decrease with increased fasting since
the fish will mobilise reserves to cope with fasting but those
reserves will decrease with time (Costas ef al 2011;
Takahashi ef af 2011). In our study, triglyceride levels
decreased with fasting in all fish except D trout where fish
had food every day. Our results suggest that feeding system
can affect triglyceride levels in trout after two days of
fasting, since D fish had much lower levels in blood by day
two of fasting than 2D and 4D trout, indicating that their
stores were more depleted, possibly since they did not need
to maintain fat reserves when being fed every day. This
suggests that the feeding frequency can regulate the storage
of triglycerides in trout. The reason that the 4D trout had
lower fat reserves compared to 2D frout may be that they
used them up during the longer fasting.

The changes m LDH and CPK were similar, with D and 2D
trout showing a slight decrease in enzyme activity between
two and nine days of fasting. The 4D trout had a higher LDH
activity after two days of fasting than after nine days, indi-
cating high muscle activity. High LDH levels are more related
to muscle injury, triggered by different types of stress, such as
transport (Dobsikova et af 2006) or fasting (Vijayan ef af
2006). Thus, the muscle activity of D and 2D trout was lowet,
probably reflecting a lower stress response than 4D trout.
Liver glycogen

Fasting mobilises liver nufrients for mainfenance and this
organ plays an important role as a source of metabolites, espe-
cially during the early phases of the fast (Davis & Gaylord
2011). The time taken to reduce these levels with fasting is
variable, but can be mobilised within 5-20 days afier fasting
starts (Barcellos ef al 2010). Furné ef af (2012) found that in
rainbow trout liver nufrients can be mobilised after five days
of fasting. In our study, D and 2D trout had lower concentra-
tions of glycogen in the liver after nine than after two days of
fasting. But 4D trout had lower levels after two days of fasting
than 2D and 4D trout, and did not mobilise them after nine
days of fasting. This could indicate that due to the feeding
system previous to the fasting, 4D trout were more used to
deprivation of food and mobilised less liver glycogen or that
mitial liver glycogen levels were lower.

Skin and gill colour

2D and 4D trout fasted for nine days had a darker skin colour
(lower L*) than after two days of fasting, which could be
related a higher stress level (increased cortisol) due to fasting
itself, which in our study occurs in 2D trout. However, in
trout fed daily, D trout, there was no significant variation in
skin colour due to days of fasting. Hoglund et al (2000)
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showed that social stress produced a darkening of the skin in
Arctic char (Salvelinus alpinus) becavse of the dispersing
effect of ACTH on chromatophores (Fujii & Oshima 1986)
and a similar process has been reported in Atlantic salmon
(Salme salar) (O’Connor ef a/ 1999) and several other
species of salmonid fish like rambow trout (Abbott ef al
1985). After two days of fasting there were no differences
among feeding systems. On the contrary, after nine days of
fasting, b* was lower for 2D trout and a* was lower for 4D
trout than after two days, suggesting that feeding system can
affect skin colour after nine days fasting, and could lead to a
darker skin among other variations in colour.

The colowr of the gill is an indicator of health and an
important parameter for consumers in evaluating the
freshness of fish (Poli ef al 2005; Alvarez ef al 2008; Green
2011) and it has been studied mainly related to the storage
time (Dowlati et al 2013) but there is little information on
the effect of fasting on gill colour. An indicator of a fresh fish
is a bright red gill colouration (Green 2011). As in the case
of skin, frout fasted for nine days showed darker (lower L.*)
gill colour than after two days. Feeding system and fast
duration can affect the colour of the gill since 4D trout had
redder and vellowish gills after nine than after two days of
fasting. Yellow pigments are formed as result of reaction
between protein and oxidised lipid, indicating the quality
deterioration of fish (Dowlati et al 2013). Again, D trout
showed no significant differences in gill colour between
durations of fast. This suggests that the 4D feeding system
produced a higher stress response in fish and affected the
colour of the gill and led to an appearance of less-fresh trout.

Our results indicate that adjusting the feeding regime during
the last month of faftening in rainbow frout could help to
reduce the stress response during pre-slaughter fasting.
However, for most of the data analyses discussed, and as in
previous studies (Lopez-Luna ef af 2013, 2014; Bermejo-
Poza et al 2015), we used each fish as the experimental unit,
and not each cage. This may have implications for the
reproducibility of our results, but using many more cages
under commercial conditions was not feasible and probably
would have created “unnatural’ densities and conditions (for
a commercial farm or normal aquaculture setting) with too
few fish in a given volume.

Animal welfare implications

Pre-slaughter fasting is a common practice in fish farming and
causes a siress response that can be to the detriment of their
welfare. The results of this study have two main practical
implications for how we consider rainbow trout welfare prior
to slaughter. On the one hand, we have shown that different
management techniques can be used in the last weeks prior to
slaughter to habituate fish to different fasting durations, which
reduces their siress response before slaughter. Specifically,
trout can get used to fasting for periods of two days in the last
month of fattening, which reduces their stress response when
fasted for two days before slaughter. On the other hand, we
underline that the stress response during fasting is temperature-
dependent and that fasting for over 100°C days appears to have
negative effects on trout stress.

Conclusion

Regarding welfare and fasting, trout fasted for nine days
had a higher stress response than trout fasted for only two
days. Regarding welfare and feeding schedules, the trout
fed once every two days had a lower stress response when
subjected to two days of fasting prior to slaughter, as
reflected by lower cortisol levels and a higher slaughter
weight. Feeding trout once every four days has a negative
effect on skin and gill colour that could be associated with
a higher stress response. Although our results are contingent
on our experimental conditions, they suggest that it is
possible to reduce the effect of pre-slaughter fasting on the
stress response of rainbow trout using different feeding
schedules before slaughter. Such information could be used
to improve handling, but overall it opens up a new field of
study where more research is needed.

Acknowledgements

This project was financed by the Spanish Ministry of
Economy and Competitiveness (MINECO), Project
AGL2010-19479. We would like to thank Francisco
Villarreal and Adrian Ardila from the trout farm Naturix SA
as well as Alba Montalvo for helping with logistics. We also
thank Jorge Lépez-Tello from UCM Veterinary Faculty for
his assessment of the manuscript.

References
Abbott |C, Dunbrack RL and Orr CD 1985 The interaction

of size and experience in dominance relationships of juvenile
steerhead trout (Salme gairdneri). Behaviour 92: 241-253
Alvarez A, Garcia Garcia B, Garrido MD and Herndndez
MD 2008 The influence of starvation time prior to slaughter on
the quality of commercial-sized gilthead seabream (Sparus qurata)
during ice storage. Aquaculture 284: 106-114. http://dx.doi.org
/10.101 6/j.aquaculture.2008.07.025 -
Armstrong ]B and Schindler DE 201 | Excess digestive capac-
ity in predators reflects a life of feast and famine. Nature 476: 84-
87. http://dx.doi.org/10.1038/nature| 0240

Ashley P] 2007 Fish welfare: current issues in aquaculture.
Applied Animal Behavior Science 104: 199-235. htpi//dx.doi.org/
10.101 6/j.applanim.2006.0%.001 -
Barcellos L)G, Marqueze A, Trapp M, Quevedo RM and
Ferreira D 2010 The effects of fasting on cortisol, blood glucose and
liver and muscle glycogen in adult jundia (Rhamdia quelen). Aquacultire
300: 231-236. hupi/idx.doiorg/1 0.1016/j.aquacutture.2010.01.013
Barton BA and Ilwama GK 1991 Physiological changes in fish

from stress in aquaculture with emphasis on the response and
effects of corticosteroids. Annual Review of Fish Diseases {: 3-26.
http://dx.doi.org/10.1016/0959-8030(31)90019-G
Bermejo-Poza R, De la Fuente ], Pérez C, Lauzurica S,
Gonzdlez E, Diaz MT and Villarroel M 2015 The effect of
intermittent feeding on the pre-slaughter fasting response in rain-
bow trout. Aquaculture 443: 24-30. http://dx.doi.org/10.1016
/j.aquaculture.2015.03.007

Blasco ], Ferndndez ] and Gutiérrez | 1992 Fasting and refeed-

ing in carp (Cyprinus carbio L): the mobilization of reserves and plas-
ma metabolite and hormone variations. Jounal of comparative physiol-
ogy B162: 539-546. http://dx.doi.org/10.1007/BF0026481 5

€ 2016 Universities Federation for Animal Welfare



ANEXO 11

Blom S, Andersson TB and Forlin L 2000 Effects of food
deprivation and handling stress on head kidney |7alphahydrox-
yprogesterone 2|-hydroxylase activity, plasma cortisol and the
activities of liver detoxification enzymes in rainbow trout. Aquatic
Toxicology 48 265-274. httpi//dx.doi.org/10.1016/S0166-

445X(99)00031-4
Cafion Jones HA, Noble C, Damsgard B and Pearce GP
2012 Investigating the influence of predictable and unpredictable
feed delivery schedules upon the behaviour and welfare of
Atlantic salmon parr {Salmo safar) using social network analysis
and fin damage. Applied Animal Behavior Science 138: 132-140
Commission Internationale de I” Eclairage CIE 1978
Recommendations on uniform color spaces color difference equa-
tions, psychometric color terms. Supplement No 2 1o CIE Publication
No 1 5. Colorimetry. Bureau Central de la CIE: Paris, France
Costas B, Aragido C, Ruiz-Jarabo |, Vargas-Chacoff L,
Arjona FJ, Dinis MT, Mancera JM and Concei¢do LE 20|
Feed deprivation in Senegalese sole (Solea senegalensis Kaup, 1858)
juveniles: effects on blood plasma metabolites and free amino acid
levels. Fish Physiology and Biochemistry 37: 495-504. httpi//
dx.doi.org/10.1007/s10695-010-945]-2

Davis KB and Gaylord TG 201 | Effect of fasting on body com-

position and responses to stress in sunshine bass. Comparative

Biochemistry and Physioflogy A158: 30-36. http://dx.doi.org/

10.1016/j.cbpa.2010.08.019

Dobsikovd R, Svobodova Z, Blahova ), Modrd H and
Velisel ] 2006 Stress response to long distance transportation of
common carp (Cyprinus carpio L). Acta Veterinaria Brno 75: 437-448.
http://dx.doi.org/10.2754/avb200675030437

Dowlati M, Mohtasebi 85, Omid M, Razavi SH, Jamzad M
and de la Guardia M 2013 Freshness assessment of gilthead sea
bream (Sparus aurata) by machine vision based on gill and eye
color changes. Journal of Food Engineering 119: 277-287.
http://dx.doi.org/10.101 é/j.jfoodeng.2013.05.023

Dreiling CE, Brown DE, Casale L and Kelly L 1987 Muscle

glycogen: Comparison of iodine binding and enzyme digestion

assays and application to meat samples. Meat Science 20: | 67-177.
http//dx.doi.org/10.1016/0309-1740(87)90009-X
Farbridge K] and Leatherland JF 1952 Temporal changes in

plasma thyroid hormone, growth hormone and free fatty acid

concentrations, and hepatic 5’-monodeiodinase activity, lipid and
protein centent during chronic fasting and re-feeding in rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss). Fish Physiology and Biochemistry 10:
245-257. httpi//dx.doi.org/1 0.1007/BF00004518

FAWC (Farmed Animal Welfare Council) 1996 Repori on
the welfare of farmed fish.

http:/fwww fawc.org.uk/

reports/fish/fishrtoc.htm

Fujii R 'and Oshima N 1986 Control of chromatophore move-
ments in teleost fishes. Zoological Science 3: 13-47

Furné M, Morales AE, Trenzado CE, Garcia-Gallego M,
Hidalgo MC, Domezain A and Sanz A 2012 The metabolic
effects of prolonged starvation and re-feeding in sturgeon and
rainbow trout. Journal of comparative physiology B182: 63-76.
http://dx.doi.org/10.1007/500360-01 | -0596-9

Green DP 2011 Sensory evaluation of fish freshness and eating
qualities. In: Alasalvar C, Shahidi F, Miyashita K and Wanasundara
U (eds) Handbook of Seafood Quality, Safety and Health Applications
pp 29-37. Wiley-Blackwell Publication: UK

Pre-slaughter fasting and stress in rainbow trout 345

Héglund E, Balm PH and Winberg S 2000 Skin darkening, a
potential social signal in subordinate arctic charr (Salvelinus afpi-
nus): the regulatory role of brain monoamines and pro-opiome-
lanocortin-derived peptides. The fournal of Experimental Biology
203 1711-1721

Hoseini SM, Yousefi M, Rajabiesterabadi H and Paktinat M
2013 Effect of short-term (0-72 h) fasting on serum biochemical
characteristics in rainbow trout Oncorhynchus mykiss. founal of
Applied Ichthyology 30t 569-573. httpi//dx.doi.org/1Q.1 | | 1/jai. 12221
Ings JS, Servos MR and Vijayan MM 2011 Exposure to munici-

pal wastewater effluent impacts stress performance in rainbow trout.
Aquatic Toxicology {03: 85-91. http://dx.doi.org/10.1016/j.aqua-
tox.2011.02.013

Jeffrey ]D, Gollock M) and Gilmour KM 2014 Social stress
modulates the cortisol response to an acute stressor in rainbow

trout (Oncorhynchus mykiss). General and Comparative Endocrinology
196: 8-1. http://dx.doi.org/10.1016/j.ygcen.2013.11.010
Jentoft S, Aastveit AH, Torjesen PA and Andersen O 2005

Effects of stress on growth, cortisol and glucose levels in non-domes-

ticated Eurasian perch (Perca fluviaiifis) and domesticated rainbow
trout (Cncorfiynchus mykiss). Comparative Biochemistry and Physiology
Al41: 353-358. http://dx.doi.org/10.1016/j.cbpb.2005.06.006

Liew HJ, Sinha AK, Mauro N, Diricx M, Blust R and De
Boeck G 2012 Fasting goldfish (Carassius auratus), and common

carp (Cyprinus carpio), use different metabolic strategies when
swimming. Comparative Biochemistry and Physiology Al63: 327-335.
http://dx.doi.org/10.101 6/j.cbpa.2012.07.012

Lines JA and Spence ] 2012 Safeguarding the welfare of farmed
fish at harvest. Fish Physiology and Biochemistry 38: 153-162.
http://dx.doi.org/10.1007/s10695-011-9561-5

Lépez-Luna ], Torrent F and Villarroel M 2014 Fasting up to
34°C days in rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, has little effect
on flesh quality. Aquacuiture 420-42{: 63-70. http://dx.doi.org/
10.101 6/j.aquaculture.2013.10.037 -
Lépez-Luna ), Vasquez L, Torrent F and Villarroel M 2013

Short-term fasting and welfare prior to slaughter in rainbow
trout, Oncorhynchus mykiss. Aquacufture  400:  142-147.
http://dx.doi.org/10.101 é/j.aquaculture.2013.03.009

Malcolmsen L, Nicolson S and Inkster A 1995 Improving the

quality of farmed salmon by ‘iki Jime' harvesting. Journal of Food
Science 58: 770-773

Metcalfe NB and Thorpe JE 1992 Anorexia and defended
energy levels in over-wintering juvenile salmon. fournal of Animal
Ecology 61: 175-181. http://dx.doi.org/| 0.2307/5520

Morkore T, Mazo TP, Tahirovic V and Eihen O 2008
Impact of starvation and handling stress on riger development and
quality of Atlantic salmon (Salmon salar L). Aquacufture 277: 231-
238. http:/fdx.doi.org/1 0.1016/j.aquaculture.2008.02.036
O’Connor KI, Metcalfe NB and Taylor AC 1999 Does dark-
ening signal submission in territorial contests between juvenile
Atlantic salmon, Salmo salar! Animal Behaviour 58: 126%9-1276.
http://dx.doi.org/10.1006/anbe.1999.1260

Olsen RE, Sundell K, Mayhew TM, Mylklebust R and Ringo
E 2005 Acute stress alters intestinal function of rainbow trout,
Oncorhynchus mykiss (Walbaum). Agquaculture 250: 480-495.
http://dx.doi.org/10.101 6/j.aquaculture.2005.03.014

Animal Welfare 2016, 25: 339-346
doi: 10.7120/09627286.25.3.339




ANEXO 11

346 Bermejo-Poza et al

Oyedeji JO and Atteh JO 2005 Response of broilers to feed-
ing manipulations. Intemational fournal of Poultry Science 4: 91-95.
http://dx.doi.org/10.3923/ijps.2005.91.95

Peterson BC and Small BC 2004 Effects of fasting on circulat-
ing IGF-binding proteins, glucose, and cortisol in channel catfish
{lctalurus punctatus). Domestic Animal Endocrinofogy 26: 231-240.
http:/fdx.doi.org/10.101 é/j.domaniend.2003.10.005

Polakof §, Arjona FJ, Sangiao-Alvarellos §, Del Rie MPM,
Mancera |JM and Soengas JL 2006 Food deprivation alters
osmoregulatory and metabolic responses to salinity acclimation in
gilthead sea bream Sparus auratus. Journal of Comparative Physiology
B176: 441-452. http://dx.doi.org/10.1007/s00360-006-0065-z

Poli BM, Parisi G, Scappini F and Zampacavallo G 2005
Fish welfare and quality as affected by pre-slaughter and slaughter
management. Aquacuiture International {3: 29-49. http://dx.doi.org/
10.1007/s10499-004-9035-1 -
Pottinger TG and Carrick TR 1999 A comparisen of plas-
ma glucese and plasma cortisol as selection markers for high

and low stress-responsiveness in female rainbow trout.
Aquaculture 175: 351-363. httpi//dx.doi.org/10.1016/50044-

8486(99)00107-6
Pottinger TG, Rand-Weaver M and Sumpter |P 2003
Overwinter fasting and re-feeding in rainbow trout: plasma
growth hormene and cortisol levels in relation to energy mobili-
sation. Comparative Biochemistry and Physiology B136: 403-417.
http://dx.doi.org/10.101 6/51096-495%9(03)00212-4

Reddy PK, Vijayan MM, Leatherland JF and Moon TW
1995 Does RU486 modify hormonal responses to handling stres-
sor and cortisol treatment in fed and fasted rainbow trout? fournal
of Fish Biology 46: 341-359. httpi//dx.doiorg/10.1111/j.1095-
8649.1995.tb05973.x

Small BC 2005 Effect of fasting on nychthemeral concentrations
of plasma growth hormone (GH), insulin-like growth factor |
(IGF-l), and cortisol in channel catfish (lctalurus punctatus).
Comparative Biochemistry and Physiology Bf42: 217-223. hupi//
dx.doi.org/| 0.1016/j.cbpb.2005.07.008

Sumpter |P, Le Bail PY, Pickering AD, Pottinger TG and
Carragher JF 199] The effect of starvation on growth and plas-
ma growth hormone concentrations of rainbow trout,
Oncorhynchus mykiss. General and Comparative Endocrinology 83: 94-
102, http://dx.doi.org/ 1 0.1016/0016-6480(% 1)30109-)
Takahashi LS, Biller JD, Criscuolo-Urbinati E and
Urbinati EC 201 | Feeding strategy with alternate fasting and re-
feeding: effects on farmed pacu production. fournal of Animal
Physiology and Animal Nutrition 95: 259-266. htepi// dx.doiorg/
10.1111/].1439-0396.2010.01050.x

Varnavsky VS, Salkamoto T and Hirano T 995 Effects of prema-
ture seawater transfer and fasting on plasma growth hormone levels of
yearling coho salmon (Oncorfynchus kisutch) parr. Aquaculure 135: 141 -
145. http://dx.doi.org/10.1016/0044-8486(35)0100 -7
Vijayan MM, Aluru N, Maule AG and Jorgensen EH 2006 Fasting
augments PCB impact on liver metabolism in anadromous arctic char.
Toxicology Science 91: 431443, http://dx.doiorg/1 0.1 093/toxsci/kfj 54
Villarroel M, Alavrific JMR and Lépez-Luna ] 2011 Effect of
feeding frequency and one day fasting on tilapia (Oreochromis niloti-
cus) and water quality. The Israeli Journal of Aquaculture 63: 1-6
Wunderink YS, Engels S, Halm S, Yifera M, Martinez-
Rodriguez G, Flik G, Klaren PHM and Mancera JM 20|
Chrenic and acute stress responses in Senegalese sole (Solea sene-
galensis): The involvement of cortisol, CRH and CRHBP. General
and Comparative Endocrinofogy 171: 203-210. http://dx.doi.org
/10.1016/).ygcen2011.01.010 -

© 2016 Universities Federation for Animal Welfare



ANEXO 11

Effect of degree-days of fasting stress on rainbow

trout, Oncorhynchus mykiss

Articulo publicado en: Aquaculture

Factor de impacto: 1.893 (Q1)
Categoria: Fisheries

DOI: 10.1016/j.aquaculture.2016.05.017






ANEXO 11

Aquaculture 462 (2016) 109-114

Contents lists available at ScienceDirect

Aquaculture

journal homepage: www.elsevier.com/locate/aquaculture

Effect of degree-days of fasting stress on rainbow trout,
Oncorhynchus mykiss

Javier Lopez-Luna **, Ruben Bermejo-Poza ¢, Fernando Torrent Bravo ¢, Morris Villarroel ®

* Department of Evolution, Ecology and Behaviour, Institute of Integrative Biology, University of Liverpool, Biosciences Building, Crown Street, Liverpool 169 7ZB, UK
b Department of Animal Production, College of Agronomics Engineering, Polytechnic University of Madrid. Ciudad Universitaria s/n, Madrid, Spain

© Department of Animal Production, Complutense University of Madrid, Avenida Puerta de Hierro s/n, Madrid, Spain

4 Department of Forestry Engineering, College of Forestry Engineering, Polytechnic University of Madrid, Ciudad Universitaria s/n, Madrid, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Most farm animals are fasted before slaughter to empty the digestive system but in fish, the appropriate fasting
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time also depends on the water temperature, To analyze how the physiological and haematological response vary
with degree-days (°C days), 180 rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) were fasted for 1, 2 or 3 days in two dif-
ferent trials with water at 22.7 or 11.1 °C. In general, water temperature had a significant influence on most var-
iables measured, although the number of degree days had a less important effect on trout physiological response,
being only important in the depletion of reserves rate. The condition factor decreased at 2 and 3 days of fasting, At
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I;:Sytz:)grds. warmer temperatures (22,7 °C), relative weight of the gut content, hepatosomatic index and plasma levels of glu-
Degree days cose were lower while cortisol, lactate and haematocrit were higher than at colder ones (11.1 °C). Fasting up to
Trout 68 °C days did not seem to have a negative effect on stress but a high water temperature above 20 °C was stressful
Cortisol for trout.
Glucose Statement of relevance: This paper present data on the effect of the number of degree days of fasting on body mea-
Lactate surements and the haematological response of rainbow trout prior to slaughter. Fasting up to 68 degree days did
not have a major effect on their welfare and that their haematological response was solely affected by the water
temperature and not by food deprivation
© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction impact on welfare is related to size, lipid reserves, life stage and water

Pre-slaughter handling involves several processes which can poten-
tially have negative effects on fish welfare (Lines and Spence, 2012), in-
cluding fasting, transport, crowding, and stunning, all of which must be
performed in water, where the temperature cannot always be con-
trolled easily. Short term fasting (i.e., the early phase of food deprivation
during which animals mobilize readily available metabolic reserves),
normally lasts 7-10 days (Soengas et al., 1996) as is different from star-
vation (i.e., chronic fasting associated with weight loss and pronounced
protein and lipid catabolism). Very little is known about the effect of
short term fasting (measured in degree days) on fish that are normally
fed regularly. Several interest groups have proposed maximum limits to
fasting, but measured in hours as 48 h (FAWC, 1996) and 72 h (HSA,
2005; CIWF, 2009). More prudently, EFSA (2008) indicates that it is dif-
ficult to specify a maximum acceptable duration of fasting, since its
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temperature. However, EFSA (2009) does point out that fasting for
50 °C days (degree days) can stimulate the use of body fat reserves
and then functional tissue, which is associated with poor welfare.
Robb (2008) considers that in salmon there is no evidence that fasting
for 72 h is needed to void the digestive tract. Lines and Spence (2012)
conclude that fasting for 1-5 days prior to slaughter is unlikely to
cause significant welfare problems, and Nikki et al. (2004) report no sig-
nificant effects of 14 day fasting on live weight in rainbow trout.

Little is also known about the effect of fasting at relatively high water
temperatures, although previous studies have found that the accumulated
amount of degree days may be more important than fasting duration itself
(Lopez-Luna et al., 2013). The optimum water temperature range to grow
rainbow trout is suggested to range from 13 to 19 °C, when oxygen is not a
limiting factor (Schurmann et al., 1991), and up to 20-22 °C (FAO, 2011)
without loss of appetite. Water temperatures in raceways used for trout
production the Mediterranean region are often in the upper part of that
range, particularly around summer, but few studies have considered
fasting effects at the high end. The aim of the present study was to com-
pare the stress response of trout to fasting at two different water temper-
atures that represent harvesting in winter and summer months,
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2. Materials and methods
2.1. Study animals and experimental design

We carried out two trials, one in winter and one in summer, at the
aquaculture facilities of the School of Forestry Engineering, at the Poly-
technic University of Madrid (Madrid, Spain}. The fish farm is located on
a small slope divided into terraces with raceways filled with freshwater
from an underground well and re-circulated. In each trial we used 180
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) obtained from Fuente Campillo
farm (Zaorejas, Guadalajara, Spain} with an initial average weight
(+ standard deviation) of 417.7 4+ 61.3 g in trial 1 (T1) and 368.8 &
63.7 g in trial 2 (T2). Upon arrival, fish were randomly divided into
two groups of 90 individuals in two parallel raceways (volume
5.16 m%), for control and treatment fish. They were kept in the raceway
for two weels, after which each raceway was divided into three sections
of 1.72 m® (housing 30 fish) using net separators, with 30 trout in each
section. Fish were kept under these conditions for two additional weeks
until the trials started, to make sure they had adjusted to the new ar-
rangement. During the whole experiment, animals were subjected to
natural photoperiod (T1: sunrise at 07 h40 and sunset at 19 h12; T2:
sunrise at 06 h52 and sunset at 21 h31). Water temperature averaged
11.1 £0.6°CinT1and 22.7 £+ 0.9 °Cin T2, whereas the water pH varied
between 7.7 and 8.0 in the two trials and the average oxygen concentra-
tionwas 9.9mg1~'inT1 and 7.8 mg1~! in T2. Before fasting, fish were
fed the same commercial feed given on the source farm, twice a day
(42% crude protein, 23% fat, 4.1% ash and 2.0% crude fibre, 30 ppm
astaxanthin; 1% feeding rate) and in compliance with recommendations
for rainbow trout.

Fish in the treatment raceway were fasted for 1, 2 or 3 days before
slaughter (n = 30 trout for each day), while fish in the control raceway
were fed twice a day (10 h00 and 18 h00) and also slaughtered on the
same days. To calculate degree-days, water temperature was recorded
once every 5 min during the whole trial using underwater temperature
sensors (Hobo-U11, ONSET, Bourne, Massachusetts, USA). The average
temperatures per day for T1 were 11.1 + 0.3 °Conday 1, 11.1 4+ 03 °
Con day 2 and 11.2 4 0.2 °C on day 3, which meant 11.1, 22.2 and
33.4°Cdays for days 1, 2 and 3 of fasting respectively. In T2, the average
temperature was 22.7 + 0.9 °Con day 1, 22.6 & 0.9 °Con day 2 and
22.7 £ 0.9 *Con day 3 (averaging 22.7 °C), obtaining 22.7, 45.3 and
68.0 °C days for days 1, 2 and 3 of fasting, respectively.

2.2. Slaughter and analyses

All fish were slaughtered and all samples taken at 14 h00. After 1,
2 or 3 days of fasting, 30 treatment fish and 30 control fish were
quickly captured (alternating between treatment and control fish})
and immediately anesthetized in clove oil for 2 min (60 mg1~1), to
avoid unnecessary stress. They were then weighed and measured in-
dividually and sampled to evaluate haematological variables. Blood
samples were withdrawn from the caudal vein using 2 ml syringes
(BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA), 1 ml was centrifuged at
1500 x g for 10 min and the plasma was extracted to measure corti-
sol, glucose and lactate (using potassium fluoride as the anticoagu-
lant}. Another 1 ml of blood was used to measure leucocytes and
haematocrit (with ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA, as antico-
agulant) and immediately stored at 4 °C until analysis. Immediately
after blood collection, fish were killed by sectioning the spinal cord
at the base of the head. Then, half of the fish were gutted and the
gut content and liver were extracted and weighed separately. Using
the body weight, body length, gut content and liver weight, we cal-
culated the condition factor (CF) = body weight (g) / body length
(cm)?, the relative weight of the gut content (RWGC) = 100 = gut
content (g) / body weight (g) and the hepatosomatic index
{(HSI) = 100 « liver weight (g) / body weight (g).

2.3. Statistical analyses

Mean + standard deviations (s.d.) of each sampling group were cal-
culated using the SAS software ver. 9.0 (Statistical Analysis System Insti-
tute Inc., Cary, NC, USA) for each parameter analysed. The data were
tested for normality (Shapiro-Wilks) and homogeneity (Levene). A
nested analysis of variance using the MIXED procedure of SAS was run
to compare biometric and haematological indicators both in fasted
and fed trout. Prior to analysis, all the fish samples were classified as
fasted or not fasted and this new nominal variable (treatment) was
nested to the day of sampling. The nested ANOVA was performed
with the day of sampling and treatment nested to day of sampling
(hereafter, treatment (day of sampling)) as the main factors. To deter-
mine the effect of water temperature, the average water temperature
of trials 1 and 2 was also included as a fixed effect and the fish sample
as the random effect:

Vi = Mo + Di + T(D) ) + My + TEy + DTEy + TET(D)yy + sy

where D; is the day of sampling (1st, 2nd and 3rd; d.f. = 2), T(D);(;, is
the treatment (fasted or fed) nested to the day of sampling (fasted 1,
2 and 3 days and fed and slaughtered onday 1, 2 and 3; d.f. = 5), M rep-
resents the fish sample, TE;is the water temperature (11.1 °Cand 22.7 °
C; d.f. = 1), DTE; is the interaction between the day of sampling and the
water temperature (d.f. = 5} and TET(D)y; is the interaction between
the treatment (day of sampling} and the water temperature (d. = 11).

3. Results

Overall, the water temperature had a significant influence on most
variables measured (Table 1), but the effect of degree-days of fasting
on trout physiology was not so apparent. There was a significant inter-
action between day of slaughter and treatment for the condition factor
(CF). It only decreased significantly after 2 days of fasting (an average
of 28% compared to one day of fasting), while was the same in all control
trout (Fig. 1). The relative weight of the gut content (RWGC), was lower
for fasted trout at higher temperatures (from 22.7 to 68 °C days; Fig. 2),
and more similar between fasted and control fish at lower tempera-
tures. The HSI was significantly lower in fasted trout at higher tempera-
tures (Fig. 3} at all sampling points, i.e. from 22.7 °Cd (around 24% less
than fasted fish in winter or control fish in summer or winter). There
were no statistical differences in HSI between fasted and controls at
lower temperatures in winter, with the exception of a small reduction
in fasted trout on day 3 (12.9% less than days 1 and 2).

The duration of fasting did not have a significant effect on plasma
cortisol, which decreased in fish held at the higher temperatures (by
40% on average; Fig. 4), and remained stable at lower temperatures (av-
eraging 137 + 13 ng ml ™). Plasma glucose levels were lower at higher
temperatures after 45.3 and 68.0 °C days (2 and 3 days of fasting) com-
pared to the other groups (Fig. 5). Plasma lactate levels were consistent-
ly higher on day 3 in both fasted and fed trout (27 & 1 mmol ™),
compared to day 1or 2 (23 & 1 mmol 1! for both groups). With regard
to the effect of water temperature, lactate was lower in trout held at
11.1 °C compared to 22.7 °C (22 & 1 mmol 1= ! vs. 27 & 1 mmol 177, re-
spectively). The haematocrit was affected by water temperature (but
not fasting), with higher levels at 22.7 °C (35.9 + 0.5%) compared to
11.1 °C (30.4 + 0.5%). Finally, the leucocyte count did not vary signifi-
cantly with day of slaughter, water temperature or fasting.

4. Discussion

Based on our results, it appeared that water temperature itself had
the greatest effect on the haematological response in the fish and that
the number of degree days of fasting had more of an effect on body mea-
surements (CF, RWGC and HSI) than on plasma measurements associat-
ed with welfare. The CF (an index of fish volume) has no units (as
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Table 1
Summary of p-values of biometric and haematological parameters for the statistical model used (yjw = g + D; + T(D);s) + My + TE + DTE; + TET(D)js) + &igiy)-
D (n = 120) DT (n = 60) TE (n = 180) DTE (n = 60) DTET (n = 30)

CF NS e NS NS NS

RWGC NS kK *okk NS Ak

HSI NS G % NS 5

Cortisol - NS o e NS

Glucose NS NS e NS aid

Lactate w NS s NS NS

Haematocrit NS NS ok NS NS

Leucocytes NS NS NS NS NS

CF: condition factor, RWGC: relative weight of the gut content, HSI: hepatosomatic index. D: day of slaughter, DT: type of feeding (fasted or fed) nested with day of slaughter, TE: water
temperature, DTE: interaction day of slaughter » water temperature, DTET: interaction treatment {day of slaughter) + water temperature (for complete model see text). NS: p> 0.05.

* p <005
** p<001.
¥ p <0.001.

compared to weight or length) and is widely used in aquaculture to
evaluate the nutritional status of fish (Bavcevic et al., 2010; Chatzifotis
et al, 2011), as it is more independent of differences in fish weight
among treatments. We observed a lower CF in the trout after two days
of fasting, which is 5 days earlier than that reported for rainbow trout
by Sumpter et al. (1991) and Pottinger et al. (2003). This change sug-
gests that the depletion of body reserves is more important than the en-
vironment, as we did not find any differences between the two water
temperatures tested, which is in contradiction with Klontz (1993).
Regarding the RWGC, the gut is expected to empty in 1 to 5 days
(Lines and Spence, 2012), but that is temperature dependent (requiring
more time at low temperatures; Usher et al,, 1991). However, other au-
thors found that this process is completed by three days in Atlantic salm-
on, regardless of temperature (Robb, 2008). According to our results, the
gut is almost emptied (0.88% of live weight) after only one day of fasting
at summer temperatures (22 °C, equivalent to 22 °C days), whereas it was
not completed even after three days at 11 °C (33 °C days), which may
imply that temperature is the major factor influencing the gut emptying.
The HSI, an indicator of body reserves, was lower in fasted fish with
the warmer temperature. Similar results have been reported for rainbow
trout by Farbridge and Leatherland (1992b) but their HSI was lower than
ours, probably since they used smaller fish (140 g). In contrast, the trout
used by Lefevre et al. (2008) had a similar weight to ours and very similar
HSI values. Hypothetically, we assume that the HSI should decrease with
increased fasting, as trout begin to use up their body reserves to supply ca-
loric needs, while minimizing tissue loss. However, the rate of change of
HSI may vary. In rainbow trout, Farbridge and Leatherland (1992b)
found a decrease with fasting after 48 h, but McMillan and Houlihan
(1992) report significantly lower HSI only after 6 days of fasting (with
fish weighing approximately 100 g). In our study, trout with higher

OFasted
mFed

Condition factor
o

1 2 3
Day of slaughter

Fig. 1. Changes in the condition factor (CF) of rainbow trout during the three days of
slaughter. Data are means + SEM. Different letters indicate significant differences
among groups.

degree-days of fasting (warmer temperatures) presented a lower HSI,
while it remained unaffected at the lower temperature.

Cortisol levels varied with the day of sampling only for the higher
temperature used in this study (22 °C). In the literature, data about
the effect of fasting on cortisol in rainbow trout are inconsistent. Some
authors report an increase in cortisol in fasted rainbow trout with
fasting (Sumpter et al., 1991) while other find no effect (Holloway et
al., 1994; Reddy et al., 1995) or even decreased levels in fasted fish
(Farbridge and Leatherland, 1992a). In other species, the evidence is
also contradictory, with cortisol being higher (Barcellos et al., 2010),
lower (Barton et al., 1988) or similar to controls (Weber and
Bosworth, 2005) in fasted jundia, salmon and channel catfish compared
to fed fish, respectively. Our results concur with Sumpter et al. (1991)
and Pottinger et al. (2003), who found no differences in the concentra-
tion of cortisol between fasted and fed fish after 6-9 weeks of fasting in
trout. In our study, three days of fasting may be too short a period to
provoke any physiological effect on cortisol, but we were unable to
find studies assessing cortisol using shorter periods. The combination
of water temperature and the day of slaughter had a significant effect
on cortisol, with decreasing levels at 22.7 °C and similar levels at
11.1 °C. In addition, cortisol levels were higher at 22.7 °C than 11.1 °C.
These results are similar to studies that demonstrated that fishes accli-
mated to lower temperatures have lower cortisol concentration than
fishes in warmer water (Kuhn et al., 1986; Arends et al., 1998;
Pottinger, 1998). The optimal water temperature range for rainbow
trout is 7-18 °C (FAO, 2011; Skov et al., 2011), so this could explain
the higher cortisol levels at 22.7 °C. The decreasing levels in fish exposed
to high temperatures in this study may be explained because of the
lower stocking density (North et al., 2006) or improved water quality
(lower ammonia levels, higher pH, etc.) (Pottinger et al., 1992) on the
second and third day of experiment. However, with the existing data
we cannot make any further assumption.

OFasted/22.7°C
Fed/22.7°C
W Fasted/11.1 °C
OFed/11.1°C

1 2 3
Day of slaughter
Fig. 2. Changes in the relative weight of gut content (RWGC) of rainbow trout by day of

slaughter, type of fasting and water temperature. Data are means £+ SEM. Different
letters indicate significant differences among groups.
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Fig. 3. Changes in the hepatosomatic index (HSI) of rainbow trout by day of slaughter, type
of fasting and water temperature. Data are means + SEM. Different letters indicate
significant differences among groups.

In rainbow trout, basal glucose levels are around 70-90 mg
100 ml~ ! (Jentoft et al., 2005), so the values in our study were within
the normal range. Fed fish maintained similar glucose levels throughout
the trial but plasma glucose decreased significantly in fasted fish by day
2 and 3 only when fish were kept at 22 °C. This implies that the use of
liver metabolites was not enough to maintain glucose levels at this tem-
perature (Soengas et al., 1996; Pérez-Jiménez et al., 2012) when the ox-
idative catabolism of the glucose is higher compared to lower
temperatures (Brauge et al.,, 1995), which indicates a rapid fall of plasma
glucose levels at high temperature than at low temperature. Trout at
warmer temperatures in this study presented lower plasma glucose
and higher cortisol levels, maybe due to a higher stress response,
which seems to be in disagreement with Gesto et al. (2014), who sug-
gest that increased cortisol synthesis under stress conditions is probably
linked to the hyperglycemia elicited by catecholamines release in rain-
bow trout. However, our results do not allow to make any clear conclu-
sion on the correlation between plasma cortisol and glucose levels.
Further research is needed to completely understand how the cortisol
level modulates the glucose response under fasting conditions. Glucose
concentrations in rainbow trout may vary with diet and nutritional sta-
tus but in general decrease with fasting since carbohydrates are the pri-
mary and earliest source of energy when fish are food deprived (Davis
and Gaylord, 2011), although other studies have found no variations
in rainbow trout after 14 days of starvation (Soengas et al., 2006). The
time that glucose levels take to start decreasing varies with species
but is not normally before the first 5-7 days of food deprivation in sal-
monids (Navarro et al., 1992; Holloway et al., 1994; Furné et al., 2012)
and in many other species (tench: De Pedro et al., 2003; channel catfish:
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Fig. 4. Changes in plasma concentration of cortisol of rainbow trout during the three days
of slaughter. Data are means + SEM. Different letters indicate significant differences
among groups.

1 2 3

Day of slaughter

Fig. 5. Changes in the plasma concentration of glucose of rainbow trout by day of
slaughter, type of fasting and water temperature. Data are means + SEM. Different
letters indicate significant differences among groups.

Peterson and Small, 2004; sunshine bass: Davis and Gaylord, 2011). One
exception is Soengas et al. (1996), who found glucose decreased after
1 day of fasting in Atlantic salmon.

Plasma lactate levels appear to decrease in several species of fish that
have been fasted (Hemre et al., 1990; Blasco et al., 1992). That may be
related to increased use of lactate as a substrate for hepatic gluconeo-
genesis (Vijayan et al., 1996; Polakof et al., 2006). However, our results
indicate that fasting did not decrease lactate levels. Overall, mean lactate
levels were quite high for rainbow trout, compared to other authors.
Trenzado et al. (2003) show peak values of 119.3 mg 100 ml~ ' or
13.2 mmol 1! for fish subjected to confinement for a period of 336 h,
whereas these decreased after 6 h to around 20-40 mg 100 ml~ ' (2.2
and 4.4 mmol | "). Lactate levels of a group of fish exposed to a water-
borne Cd challenge were as low as 1.5 umol ml~! (Chowdhury et al.,
2004). Morrow et al., 2004 show lactate values of 3.73 and
7.72 mmol I~ with different lipid and protein contents. Our high levels
could indicate a chronic stress since they had to adjust to new housing
conditions. In our study it could be that the effect of muscle exhaustion
increased lactate above normal levels in both fasted and fed fish, which
minimized any decrease in lactate that could have been observed by
fasting, as found in other fish (Vijayan et al., 1996; Polakof et al., 2006;
Liew et al., 2012). Results from the current study also showed plasma
lactate concentrations were higher in fish at 22.7 °C than fish main-
tained at 11.1 °C. This increased plasma lactate concentrations are
most likely related to the higher metabolic activity at this thermal con-
dition, as seen in other species like gilthead seabream Sparus aurata
(Vargas-Chacoff et al., 2009a, 2009b).

Strenuous activity will increase the haematocrit value (Reddy and
Leatherland, 1988), since there is an increase in metabolic rate, oxygen
uptake and release of erythrocytes from the spleen (Wendelaar Bonga,
1997; Gallaugher and Farrell, 1998). The lower haematocrit at water
temperature of 11.1 °C compared with 22.7 °C, may indicate that trout
are less active during low temperatures. Regarding the effect of fasting
on haematocrit, it is not affected by food deprivation in sunshine bass
(Davis and Gaylord, 2011) or sea bass (Caruso et al., 2011), and there
is very little information in rainbow trout. Farbridge and Leatherland
(1992b) found very small differences between fasted and fed trout
after 4 weeks of food deprivation but Olsen et al. (2005) report slight
differences after 3 days of fasting. Our results suggest that fasting has lit-
tle effect on haematocrit since there were no significant differences
among fasted and fed fish after even three days of fasting.

5. Conclusions
Water temperature plays a vital role in the physiological stress re-

sponse of fish to fasting, as described in the present study. According
to our results, a higher rate of gut emptying and depletion of reserves
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(HSI, plasma glucose) are closely related to a higher number of degree
days of fasting (between 22.7 and 68.0 °C days). However, the haemato-
logical response of the fish is solely affected by the water temperature,
with higher levels in fish subjected to higher temperatures and no ap-
parent effect of the degree of fasting. Thus, the use of days only seems
not to be acceptable to calculate the optimum fasting period in trout
and we propose the use of degree-days, especially in the Mediterranean
regions, where high temperatures may influence the growth perfor-
mance and the stress response of the fish.
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