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RESUMEN

Se determina el crecimiento y las enzimas digestivas de larvas de lenguado senegalés Solea sene-
galensis Kaup, 1858 destetadas con tres piensos. Las larvas fueron alimentadas con un nivel basal
de nauplios de artemia y una cantidad creciente de pienso. Las larvas alimentadas únicamente
con presas vivas presentaron mejores crecimientos y supervivencias (140 mg de peso fresco por
larva y 97 %, respectivamente) que las coalimentadas con piensos (60 mg de peso fresco por larva
y 91 %, respectivamente). La evolución del peso en los tratamientos con pienso no mostró dife-
rencias entre ellos. La mortalidad fue menor entre las larvas alimentadas con artemia, seguidas
del tratamiento Gemma, siendo mayor con Microbaq y Aglonorse, en este orden. El patrón de
actividades enzimáticas digestivas fue similar en todos los tratamientos. A pesar del menor creci-
miento, las larvas desarrollan de forma adecuada sus capacidades digestivas sin que el uso de
piensos ocasione modificación alguna en las mismas.

Palabras clave: Piensos, destete, tripsina, quimotripsina, leucina aminopeptidasa, fosfatasa
alcalina, amilasa, proteasa ácida, lenguado senegalés.

ABSTRACT

Growth and digestive enzymes of Solea senegalensis Kaup, 1858 larvae weaned onto different com-
mercial diets

The optimization of artificial diets in the weaning of the Senegal sole Solea senegalensis Kaup, 1858 is
an essential part of improving production and promoting its culture. Feeds are very important in larval diges-
tive development and affect survival after weaning. Some digestive enzymes (trypsin, chymotrypsin, alkaline
phosphatase and leucine aminopeptidase) have been proposed as indicators of the larval nutritional status.
In the present study, three commercial aquafeeds (Aglonorse, Microbaq and Gemma) were used in weaning
the S. senegalensis larvae. Growth, survival and digestive enzymes of larvae reared with the different feeds
were compared.

Keywords: Aquafeed, weaning, trypsin, chymotrypsin, leucine aminopeptidase, alkaline phosphatase,
acid protease, Senegal sole.



INTRODUCCIÓN

El lenguado senegalés Solea senegalensis Kaup,
1858 es una especie bien adaptada a climas tem-
plados. Se cultiva de forma extensiva en estan-
ques de las marismas del sur de la península Ibé-
rica. Debido al continuo incremento de la pro-
ducción de peces marinos con tecnología ya
desarrollada, es necesario disponer en el merca-
do acuícola de nuevas especies con elevada
demanda. El lenguado senegalés se ajusta per-
fectamente a esta última característica, y el esta-
do actual de su cultivo integral se encuentra pró-
ximo a su desarrollo completo (Flos et al., 1995).
Se trata de una especie abundante en las regio-
nes del sur de la Península y se distribuye prácti-
camente a lo largo de todas las costas de ésta,
siendo su cultivo abordable en la mayoría de las
zonas. La cría larvaria del lenguado se viene rea-
lizando con relativo éxito en Andalucía desde
hace varios años, aunque aún se necesita mejo-
rar diversos aspectos hasta alcanzar un nivel de
desarrollo equiparable al de dorada y lubina. La
dificultad para conseguir buenos resultados en
la transición de alimento vivo a alimento inerte
(destete) en los alevines de lenguado ha sido,
desde el comienzo, el principal aspecto limitati-
vo del cultivo integral de esta especie (Dinis et
al., 1999). El empleo de alimento vivo determina
altos costes en su cultivo larvario, de manera que
el adelanto del momento del destete resulta
imprescindible para la obtención de mayores
beneficios. La calidad del alimento suministrado
en esta fase del cultivo larvario es determinante,
tanto para un correcto desarrollo de las larvas
como para incrementar su posterior superviven-
cia. En el presente estudio se ha realizado un
análisis comparativo de tres piensos comerciales
utilizados para el destete de esta especie. Las
variables determinadas han sido el crecimiento,
la supervivencia y las enzimas digestivas de las
larvas de lenguado.

MATERIAL Y MÉTODOS

Cultivo de larvas

Los huevos de S. senegalensis se obtuvieron del
IFAPA El Toruño (Cádiz). A los treinta días de

vida, las larvas se distribuyeron en tanques de
1 m2 y 30 cm de columna de agua. Tras la distri-
bución se realizó un periodo de aclimatación de
15 días alimentándolas exclusivamente con nau-
plios de artemia. En cada tanque se distribuye-
ron 3 100 larvas y cada tratamiento se realizó por
triplicado. El periodo experimental se inició
desde el día 45 hasta el 105 del cultivo larvario.
Se incluyó un tratamiento control con larvas ali-
mentadas únicamente con presas vivas hasta el
momento del destete total, que se realizó a los
100 días del cultivo larvario en todos los trata-
mientos. Durante el periodo experimental, las
larvas fueron coalimentadas con los piensos
Aglonorse (Fiskeriforsking, Noruega) (59 %
proteína y 21 % lípidos), Microbaq (Dibaq-
Diproteg, España) (64 % proteína y 8 % lípidos)
y Gemma (Skretting, España) (58 % proteína y
17 % grasa) y un nivel basal constante de nau-
plios de artemia (1,2 × 106 nauplios/tanque). La
cantidad de pienso se incrementó progresiva-
mente desde 0,5 g/día en el día 45 (25 % del ali-
mento total suministrado) hasta 8 g/día en el
día 100 de cultivo (100 % del alimento ingeri-
do). Durante el periodo experimental se contro-
ló dos veces al día la temperatura, la salinidad y
el oxígeno en los tanques. Las larvas fueron ali-
mentadas mediante tres tomas diarias: a las 8:00 h
(pienso, salvo para los tanques de control), a las
12:00 h (nauplios de artemia) y a las 16:00 h
(pienso, salvo en el control). Los fondos de los
tanques fueron sifonados todos los días y las lar-
vas muertas fueron retiradas y contadas para
determinar la mortalidad.

Preparación de muestras

Antes de suministrar el alimento, en los días 46,
51, 61, 71, 81 y 88 de cultivo se tomaron muestras
de larvas para determinar el peso (60 individuos
por tratamiento) y para los análisis bioquímicos
(30 larvas por tratamiento). Las larvas fueron
lavadas con agua destilada y secadas antes de ser
pesadas en fresco. Posteriormente se congelaron
individualmente a –40 oC, se liofilizaron y se
determinó su peso seco. Para el análisis bio-
químico se prepararon extractos individuales
de los paquetes digestivos en agua destilada
(35 mg/ml). La cuantificación de las proteasas
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ácidas totales y de las α-amilasas se realizó con
extractos preparados a partir de varios paque-
tes digestivos.

Métodos analíticos

La actividad tripsina y quimotripsina de los
extractos larvarios individualizados se determinó
utilizando como sustratos Boc-Gln-Ala-Arg-7-
amido-4-Metilcumarina y N-Succinil-Ala-Ala-Pro-
Phe-7-amido-4-Metilcumarina, respectivamente,
utilizando una modificación del método des-
arrollado por Ueberschär (1988). Se añadieron
10 μl de extracto enzimático a 190 μl de una
solución 20 μM de sustrato tamponada a pH: 8,0
con tampón 50 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2. La
fluorescencia de la muestra debida a la hidrólisis
del sustrato se cuantificó en un fluorímetro (Ver-
saFluorTM, Bio Rad, Richmond, CA) a 380 nm y
440 nm como longitudes de onda de excitación
y absorción, respectivamente. Una unidad
corresponde a 1 ufr (unidad de fluorescencia
relativa) por min. La actividad leucina amino-
peptidasa se cuantificó usando el método modi-
ficado de Pfeiderer (1970). La actividad fosfata-
sa alcalina se midió a pH:9,8, siguiendo el méto-
do descrito por Bergmeyer (1974), usando 4-
nitrophenol como sustrato. La actividad α-ami-
lasa fue estimada usando el método de Somogy-
Nelson según el procedimiento descrito por
Robyt y Whelan (1968). La actividad proteasa
ácida se determinó, según la metodología de
Anson (1938), con hemoglobina al 0,5 % en
tampón glicina-HCl 0,1M pH:2,0 como sustrato.
La actividad de las diferentes enzimas ensayadas
se expresó en unidades (u), o en miliunidades
(mu), por mg de digestivo (u/mg digestivo o
mu/mg digestivo). Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado y las medias fueron
comparadas con un análisis de varianza seguido
de un test de Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Crecimiento y supervivencia

La evolución del peso de las larvas de lengua-
do coalimentadas con los distintos piensos y las

del tratamiento de control se muestran en la
figura 1a,b. En general, pudo comprobarse un
incremento progresivo del peso de las larvas a
medida que aumentaba la edad de las mismas,
tanto al expresarlo en peso fresco como en peso
seco. Este incremento fue significativamente
mayor en las larvas alimentadas sólo con nau-
plios de artemia a partir de los 60 días de edad
(momento en que en los otros tratamientos ya
habían transcurrido 10 días consumiendo los
piensos de destete). Igualmente, desde el día 81
al 88 se observó una disminución significativa
del peso fresco en las larvas que estaban consu-
miendo los piensos de destete (p < 0,05), mien-
tras que las larvas del tratamiento control siguie-
ron incrementando su peso (figura 1a). Los
valores en peso seco (figura 1b) mostraron una
tendencia muy similar a la descrita para el peso
fresco, si bien, en este caso, no se aprecia tan cla-
ramente la pérdida de peso en el último día ana-
lizado. Al comparar entre los tres piensos, se
comprobó que el peso medio de las larvas que
ingirieron Gemma fue mayor, aunque sin pre-
sentar diferencias significativas con las otras dos
fórmulas (p > 0,05).

Las larvas de S. senegalensis alimentadas con
piensos se adaptaron al consumo de éstos al final
del experimento, pero las larvas alimentadas
con artemia presentaron mayores valores de cre-
cimiento y supervivencia. La disminución de la
tasa de crecimiento en los peces coalimentados
con pienso fue mucho más evidente a los 71 días
de vida, momento en que el alimento inerte
constituía el 52 % de la ración diaria. Este hecho
pudo deberse a que las larvas tuvieran cierta difi-
cultad para aceptar el pienso, o a que la cantidad
de artemia suministrada no cubriera por com-
pleto sus necesidades nutritivas, o a ambas cau-
sas simultáneamente. En el día 88, las larvas ali-
mentadas exclusivamente con presas vivas pre-
sentaron un peso fresco 2,3 veces mayor que las
larvas coalimentadas con piensos. Los resultados
obtenidos concuerdan con los descritos para
esta misma especie por otros autores, en los que
se pone de manifiesto que la utilización de ali-
mento inerte en lugar de presas vivas determina
menores crecimientos en el cultivo larvario
(Marín-Magán, Anguis y Cañavate, 1995; Ribeiro
et al., 2002). Al comparar entre los piensos
comerciales no se observaron diferencias signifi-
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cativas entre ellos, ya que las larvas mostraron el
mismo peso final.

Las observaciones realizadas durante el culti-
vo confirmaron que las larvas consumían los tres
piensos comerciales, puesto que presentaban sus
paquetes digestivos llenos de alimento. Las
tasas de supervivencia a los 90 días (tabla I)
fueron similares en todos los tratamientos
(desde el 88 % para Aglonorse hasta el 97 % en
el tratamiento de control). Sin embargo, a los
105 días de cultivo (5 días después de realizar el
destete total), los valores fueron significativa-
mente superiores para el tratamiento de control
(61 %) en relación con Gemma (52 %). Para los

otros dos piensos la supervivencia al final del
bioensayo fue del 26 %.

Como se ha indicado anteriormente, el valor
de supervivencia para Gemma fue del 52 %,
dato muy próximo al descrito por otros autores
para el lenguado senegalés. Así, por ejemplo,
Engrola, Conceição y Dinis (2001) obtuvieron
porcentajes comprendidos entre el 45 y el 70 %
a los 69 días del cultivo con larvas destetadas
totalmente a los 40 días de vida. Por su parte,
Ribeiro et al. (2002) obtuvieron el 58 % a los 82
días de cultivo larvario al destetar a los 56 días
después de la eclosión. El bajo valor de supervi-
vencia obtenido para Aglonorse en este estudio,
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Figura 1. Evolución del peso fresco
(a) y seco (b) de las larvas de lengua-
do durante el bioensayo. El valor
representa la media del peso de 60
larvas. Para un mismo día, los valores
con diferentes índices muestran
diferencias significativas (p < 0,05).



en comparación con el descrito por Engrola,
Conceição y Dinis (2001), puede deberse a que
se evaluó la supervivencia en distintos momen-
tos: a los 59 y a los 29 días, respectivamente. Así,
el desfase de 30 días en la estimación de la tasa
de supervivencia entre ambos estudios para el
mismo pienso, puede haber determinado que la
mortalidad acumulada sea mayor en el presente
estudio.

Actividades enzimáticas

Además de los registros zootécnicos anterio-
res, se han utilizado como indicadores del esta-
do de condición de las larvas los niveles de acti-
vidad de varias enzimas digestivas (Lemieux,
Blier y Dutil, 1999). El análisis de las enzimas
digestivas se ha enfocado con tres perspectivas
distintas: 1) las actividades tripsina y quimotrip-
sina como indicadoras de la capacidad digestiva
de la larva; 2) las actividades aminopeptidasa y
fosfatasa alcalina como indicadoras de la funcio-
nalidad del epitelio intestinal; y 3) las actividades
amilasa y proteasa ácida como indicadoras de
una adecuada adaptación a la dieta inerte.

La evolución de las actividades tripsina y qui-
motripsina mostró una disminución progresiva a
medida que aumentaba la edad del cultivo lar-
vario (figura 2a,b). Para ambas actividades, los
niveles más bajos se obtuvieron en los tanques
de control (alimentados sólo con presas vivas),
aunque sin mostrar diferencias significativas con
respecto a los otros tratamientos, debido a la alta
variabilidad de los valores dentro de un mismo
tanque. Los resultados obtenidos muestran que
en los tres primeros puntos analizados (días 46,
51 y 61 del cultivo), los niveles de actividad de
todos los tratamientos son bastante heterogé-
neos. Para la tripsina, los valores medios oscilaron

entre 200 y 700 u/mg digestivo, mientras que
para la quimotripsina fueron de 25 a 125 u/mg
digestivo. Este hecho resulta llamativo si se tiene
en cuenta que en ese intervalo de tiempo las lar-
vas consumían el mismo alimento (a los 51 días
se alimentaron con el 25 % de pienso de destete
y el 75 % de nauplios de artemia). Esta alta hete-
rogeneidad en las determinaciones ha sido tam-
bién constatada en otras especies de peces, espe-
cialmente cuando se analiza la actividad enzimá-
tica digestiva de las larvas de forma individual
(Ueberschär, 1988). Además, los valores medios
de las larvas alimentadas sólo con presas vivas
resultaron ser más bajos que en los otros tres tra-
tamientos (p < 0,05). Este incremento aparente
de la actividad proteolítica en las larvas coali-
mentadas con pienso pudo deberse a una induc-
ción enzimática ocasionada por el alto conteni-
do proteínico de las fórmulas de destete. De
acuerdo con Tseng, Grendell y Rothman (1982),
un alto contenido en proteína en el alimento
induciría a una mayor secreción de proteasas
digestivas por parte de la larva. A pesar de la varia-
bilidad inicial ya indicada, a partir de los 61 días
de cultivo se observó que los valores medios de
actividad disminuyeron de forma progresiva, y
que, simultáneamente, se redujo de manera apre-
ciable la dispersión entre las larvas del mismo tra-
tamiento. En todo momento, sobre todo para la
actividad tripsina, los valores medios fueron signi-
ficativamente mayores en las larvas que consu-
mieron piensos. La secreción menor de proteasas
en las larvas del tratamiento de control pudo
deberse a una secreción menor de proteasas por
las larvas, o bien a que el alimento inerte, como
ya se ha indicado, podría haber inducido a una
secreción mayor de estas enzimas en las larvas de
los tratamientos que incluían pienso.

En la figura 3a,b se muestra la evolución de las
actividades leucina aminopeptidasa y fosfatasa
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Tabla I. Tasas de supervivencia (%) de las larvas de lenguado senegalés durante el bioensayo con piensos
de destete. Los valores representan la media ± d.e. obtenida a partir de tres tanques por tratamiento. Los
diferentes superíndices para una misma edad de las larvas indican diferencias estadísticamente significativas

(p < 0,05).



alcalina. En este caso se comprobó que no exis-
tían diferencias significativas en ninguno de los
tratamientos a lo largo del periodo de tiempo
analizado. No obstante, se apreció una ligera dis-
minución en el nivel basal de estas enzimas cer-
cano al día 60 de cultivo, aunque sin presentar
diferencias significativas con los otros días consi-
derados. Las actividades leucina-aminopeptidasa
y fosfatasa alcalina se utilizan como indicadores
de funcionalidad del epitelio intestinal y están
relacionadas con los procesos de absorción y
transporte a través de membrana (Smith, 1992;
Zambonino-Infante y Cahu, 2001). Sin embargo,
en el presente estudio no se han encontrado

diferencias en relación con éstas para ninguno
de los tratamientos. Los valores medios perma-
necieron prácticamente constantes en todo el
periodo estudiado, aunque mostraron una gran
variabilidad interindividual. En comparación
con las del control, las larvas coalimentadas con
piensos presentaron perfiles enzimáticos simila-
res, lo que indica que la sustitución del alimento
vivo por inerte no parece modificar del patrón
de estas enzimas.

Para la actividad α-amilasa se comprobó, en
todos los casos, una ligera subida cercana al día
60 y una caída progresiva hacia el final del ensa-
yo (figura 4a). En cuanto a la proteasa ácida,
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Figura 2. Actividades proteolíticas,
expresadas en unidades/mg de
digestivo, en larvas de lenguado ali-
mentadas con distintos piensos
comerciales. (a): tripsina; (b): qui-
motripsina. Los valores son la media ±
± d.e. de la determinación realizada
en 30 larvas. Diferentes letras para
una misma edad indican diferencias
significativas entre los tratamientos

p < 0,05).



también se produjo un aumento progresivo de
la actividad hasta el día 70, aunque en este
caso los valores se mantuvieron constantes a
partir de este momento (figura 4b). A diferen-
cia del estudio de Ribeiro et al. (2002), la acti-
vidad α-amilasa no parece estar influida por la
calidad del alimento suministrado, ya que no se
encontraron diferencias significativas entre los
distintos tratamientos. En general, se compro-
bó que, a medida que las larvas aumentaron su
edad, se incrementó la secreción de esta enzi-
ma, con la excepción del día 88, en el que se
apreció una ligera disminución. Los resultados
apuntan a que las variaciones encontradas

parecen deberse a un fenómeno programado
genéticamente durante el desarrollo de esta
especie, más que a la influencia del tipo de ali-
mento suministrado durante el cultivo larvario
(Henning, 1987). Para la actividad proteasa
ácida, fundamentalmente debida a la pepsina
del estómago, se encontró un comportamiento
similar al ya descrito para la α-amilasa, si bien la
caída en el día 88 no fue tan acentuada. Tam-
poco en este caso se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los tratamientos.
Por otra parte, resulta curioso comprobar que
el aumento de la secreción de estas dos enzimas
coincide en el tiempo con el descenso de la
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Figura 3. Actividades leucina ami-
nopeptidasa (a) y fosfatasa alcalina
(b), expresadas en miliunida-
des/mg de digestivo, en larvas de
lenguado alimentadas con distin-
tos piensos comerciales. Los valo-
res son la media ± d.e. de la deter-
minación realizada en 30 larvas. Las
comparaciones para una misma
edad y actividad enzimática que no
se indican con letras no muestran
diferencias estadísticamente signi-
ficativas entre los valores medios

(p > 0,05).



secreción de otras proteasas intestinales (tripsi-
na y quimotripsina). A falta de un estudio más
profundo, este fenómeno induce a concluir
que existe un mecanismo de modulación entre
las distintas enzimas digestivas, ya que el incre-
mento de las primeras parece compensar la dis-
minución de las segundas. Así, la digestión glo-
bal del alimento no se vería afectada (Ribeiro et
al., 2002). Por otra parte, la eficiente secreción
de proteasas ácidas de las larvas coalimentadas
con pienso revela que no se altera ni el patrón

normal de desarrollo del estómago ni su fun-
cionalidad, y que los mecanismos de síntesis y
secreción del páncreas se desarrollan con toda
normalidad.

A modo de resumen, se ha comprobado que
los piensos de destete utilizados en el cultivo de
S. senegalensis determinan crecimientos y super-
vivencias menores que el alimento vivo. Por otra
parte, los resultados de las actividades enzimáti-
cas digestivas indican que las larvas desarrollan
de forma adecuada sus capacidades digestivas
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Figura 4. Actividad α-amilasa (a),
expresada en unidades/mg de diges-
tivo, y proteasa ácida (b), expresada
en miliunidades/mg de digestivo, en
larvas de lenguado alimentadas con
distintos piensos comerciales. Los
valores son la media ± d.e. de activi-
dad de tres extractos distintos prepa-
rados con 10 individuos cada uno.
Las comparaciones para una misma
edad y actividad enzimática que no
se indican con letras no muestran
diferencias estadísticamente signifi-
cativas entre los valores medios

(p > 0,05).



sin que el uso de estos piensos ocasione una
modificación en los patrones de las mismas. Por
tanto, puede concluirse que el uso de pienso
determina una tasa de crecimiento menor en el
cultivo y que este hecho puede ser debido a
otros factores distintos de la capacidad digestiva
que posee la larva.
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