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DESCRIPCION
Utilizacion de hidrolizados de proteina y nucleotidos para mejorar la palatabilidad del alimento para peces.

La presente invencion se refiere al campo de la acuicultura, mas particularmente de la alimentacion para peces en
acuicultura.

Mas particularmente, la invencion se refiere a un procedimiento para preparar granulos ("pellets”) de alimento para
peces carnivoros que presentan una palatabilidad mejorada, en el que un hidrolizado de proteinas con un grado de
hidrolisis (GH) desde 14,5 a 100% se combina con uno o mas nucleétidos y se aplica a granulos de alimento para
peces carnivoros.

Antecedentes de la invencion

Los productores y fabricantes en el campo de la acuicultura se enfrentan al reto de que la disponibilidad de las
materias primas marinas se espera que se reduzca en los préximos afios, mientras que la acuicultura sigue su
expansion.

En particular, la disponibilidad en el mercado mundial de harina de pescado y aceite de pescado, los cuales han sido
utilizados como la fuente dominante de proteina en los alimentos secos para peces, se esta reduciendo
drasticamente y los precios de estas materias primas se han incrementado considerablemente. En consecuencia, la
industria de la acuicultura, especialmente la industria de alimentos para peces, ha predicho una escasez de tanto
harina de pescado como aceite de pescado en el futuro. Pueden utilizarse fuentes alternativas de proteinas animales
para los alimentos secos para peces. Por ejemplo, es conocida la utilizacién de materias primas terrestres (por
ejemplo harina de sangre, harina de huesos, harina de plumas y otros tipos de harina producidas a partir de otros
residuos de matadero, por ejemplo harinas avicolas), asi como materias primas vegetales (por ejemplo harina de
soja, harina de trigo, harina de colza, harina de arroz y similares). Estas tipicamente resultan mas econdémicas y
presentan mejor disponibilidad que la harina de pescado y el aceite de pescado. Sin embargo, en algunas regiones
geograficas, incluyendo Europa, se prohibe utilizar materias primas terrestres para la produccién de alimentos para
animales y peces productores de alimentos.

De esta manera, durante los Ultimos 20 afios, ha crecido el interés de la industria de la alimentacién acuicola en
encontrar alternativas satisfactorias a las harinas de pescado y aceites de pescado destinados a la utilizacion en la
preparacion de alimentos para la industria piscicola. Sin embargo, el nivel dietético de la harina de pescado sigue
resultando crucial para alcanzar el rendimiento de la alimentacion, afectando tanto a la palatabilidad del alimento
como a la utilizacién del mismo. Afio tras afios el contenido de harina de pescado en el alimento disefiado para las
especies de peces carnivoros ha tendido a disminuir y actualmente esta préximo a alcanzar un umbral critico para el
crecimiento de los peces y para la utilizacion del alimento. Los productos alimenticios vegetales y de origen terrestre
actualmente se proponen de manera habitual para las formulaciones de alimento piscicola como alternativa a las
harinas de pescado. Sin embargo, el equilibrado del perfil de aminoacidos en la dieta de las dietas ricas en vegetales
para satisfacer los requisitos de aminoacidos de los peces no resulta suficientemente eficiente para satisfacer el
rendimiento de pescado y de alimento.

En primer lugar resulta afectada la palatabilidad del alimento al sustituir la harina de pescado por harinas de origen
vegetal y terrestre.

Desafortunadamente, los ingredientes comestibles dedicados a la palatabilidad del alimento piscicola son escasos.
Centrandose en la palatabilidad para los peces y camarones, han podido identificarse muchas moléculas atractivas
que es probable que participen en el olfato y el gusto. En particular, los aminoacidos y nucle6tidos libres se
encuentran entre los compuestos mejoradores de la palatabilidad mas potentes, y los hidrolizados o extractos de
peces y calamares aparentemente presentan un efecto positivo sobre el atractivo y palatabilidad del alimento. En el
caso de que dichas materias primas o ingredientes especiales puedan utilizarse para mejorar la palatabilidad de las
formulaciones alimentarias, también presentaran un interés nutricional. De esta manera, se preparan cominmente
mediante inclusion y se mezclan con las demas materias primas para preparar alimento piscicola de sabor
agradable.

Existe una necesidad en la técnica de mejorar adicionalmente las propiedades mejoradoras de la palatabilidad de los
mejoradores de palatabilidad estandares utilizados comUnmente en los alimentos piscicolas, tales como los
aminoacidos y los nucledtidos, de manera que alcancen un resultado de mayor palatabilidad a dosis bajas y, de esta
manera, a bajo coste.

Los documentos US 7.687.091 B2 y Aquaculture 148:191-200, 1997, de Kubitza et al., dan a conocer composiciones
que comprenden aminoacidos y nucleétidos como agentes de palatabilidad o mejoradores alimentarios.

El comportamiento de alimentacion de los peces se caracteriza porque no pican del alimento e ingieren rapidamente
los granulos. El tiempo de transito de los granulos en el agua es muy corto, ya que son ingeridos muy rapidamente
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por los peces al distribuirlos. Los granulos no son fragmentados nunca (o raramente) en la boca del pez. De esta
manera, un mejorador de palatabilidad satisfactorio debe presentar un contacto elevado con el agua para estimular
los receptores olfativos y gustativos de los peces y resulte faciimente detectado por los mismos.

Con respecto a la percepcién del gusto, los peces son diferentes de otros animales en cierta especificidad. En
cuanto a la fisiologia, en los mamiferos las papilas gustativas se localizan en la boca y en el tracto digestivo,
mientras que en peces las papilas gustativas se distribuyen en labios, espinas branquiales, faringe, cavidad oral y
también sobre la superficie corporal, con algunas variaciones segun especie (Ishimaru et al., 2005). Las especies de
peces responden a los compuestos quimicos solubles en agua, tales como los aminoacidos, acidos organicos,
azucares, nucleotidos y acidos biliares, con mayor sensibilidad que los mamiferos (Hara, 1994). en el caso de los
receptores gustativos de aminoacidos y del dulzor (T1R), al contrario que los mamiferos, los peces se caracterizan
porque presentan multiples T1R2, la totalidad de los cuales actia como receptores de los aminoacidos, aunque
dicho receptor esta especializado en la percepcion del dulzor en la mayoria de otros vertebrados. Los T1R2 de
vertebrado probablemente han evolucionado para adaptarse a los nutrientes necesarios segun la especie: los peces
a los aminoécidos y los mamiferos a los azlcares (Oike et al., 2007).

Ademas, con respecto al receptor T2R sensible al sabor amargo, Dong et al. (2009) sugieren que se ha producido
una divergencia mayor entre los genes de T2R intactos de los peces teledsteos y los tetrapodos. Estos genes del
gusto se han clasificado como el 'grupo de los tetrapodos' y otros genes en los peces teledsteos como el 'grupo de
los peces' (Dong et al., 2009). Estas son pruebas de la diferencia de sensibilidad al gusto amargo entre los
vertebrados terrestres y los peces. Una buena ilustracion es la respuesta a la arginina, que se considera amarga en
el ser humano y es un estimulante del sabor en los peces (Grosvenor et al., 1998).

De esta manera, los peces se consideran diferentes de los vertebrados terrestres, tales como los mamiferos, en su
percepcion del sabor.

De esta manera, los presentes inventores han llevado a cabo muchos ensayos, tal como se informa en la seccion de
Ejemplos, a continuacion, con el fin de proporcionar mejoradores de palatabilidad (MP) muy potentes que
comprenden aminoacidos y nuclettidos. De esta manera, los inventores han podido demostrar que los MP
comprenden hidrolizados especificos de proteinas que resultan particularmente interesantes para la utilizacion en
alimento piscicola y que ademas las propiedades de mejora de la palatabilidad pueden mejorarse significativamente
mediante la combinacién con nucleétidos.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un procedimiento para preparar granulos de alimento para peces carnivoros que
presentan una palatabilidad mejorada.

La presente invencién se refiere ademas a un procedimiento para mejorar la palatabilidad de los granulos de
alimento para peces carnivoros.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento para mejorar la palatabilidad de los granulos de
alimento para peces carnivoros, que contienen un hidrolizado de proteinas.

Asimismo, la invencion se refiere a un procedimiento para mejorar el efecto de palatabilidad de un hidrolizado de
proteinas para la aplicacion en granulos de alimento para peces carnivoros.

Ademas, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la alimentacion de peces carnivoros.

La presente invencién se refiere ademas a la utilizacion de uno o mas nucleétidos para mejorar el efecto de
palatabilidad de un hidrolizado de proteinas contenido en granulos de alimento para peces carnivoros.

La presente invencion proporciona ademas la utilizacion de uno o mas nucleétidos para incrementar el efecto de
palatabilidad de un hidrolizado de proteinas contenido en una composicion mejoradora de la palatabilidad (CMP)
destinada a la aplicacion en granulos de alimento para peces carnivoros.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Efecto sobre la palatabilidad de alimento piscicola de una mezcla de 17 aminoéacidos libres al
utilizarlo en un alimento de base vegetal para lubinas (nivel de aplicacion: 2%).

Figura 2. Comparacion entre el efecto de mejora de la palatabilidad de una mezcla de 17 aminoacidos libres y
de 6 aminoacidos libres y derivados al afiadirlas a un alimento de base vegetal para lubinas (nivel de
aplicacion: 2%).

Figura 3. Efecto sobre la palatabilidad del alimento piscicola de una CMP que comprendia 4 aminoacidos y
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derivados afiadidos a una mezcla de 17 aminoécidos libres, en el que dicha CMP se utilizé6 como
capa externa de un alimento de base vegetal para lubinas (nivel de aplicacién: 2%).

Efecto sobre la palatabilidad del alimento piscicola de tres hidrolizados de diferente origen al
utilizarlos como capa externa de un alimento de base vegetal para lubinas (nivel de aplicacion: 2%).

Efecto sobre la palatabilidad del alimento piscicola de CMP que comprendian nucleétidos (IMP/GMP
50/50) mezclados a diferentes niveles con un hidrolizado de levadura, aplicando dichas CMP como
capa externa sobre un alimento de base vegetal para lubinas (proporcién de
"hidrolizado/nucleétidos": 99/1, 97,5/2,5, 95/5 y 90/10 - nivel de aplicacion: 2%).

Efecto sobre la palatabilidad de CMP que comprendian nuclettidos (IMP/GMP 50/50) mezcladas con
un hidrolizado de atun, en el que dichas CMP se aplicaron como capas externas sobre un alimento
de base vegetal para lubinas (proporcion de "hidrolizado/nucleétidos™: 99/1, 98/2 y 97/3 - nivel de
aplicacion: 2%).

Efecto sobre la palatabilidad del alimento piscicola de una CMP que comprendia nucledtidos
(IMP/GMP 50/50) afiadida a una mezcla de aminoéacidos libres, en la que dicha CMP se aplicé como
capa externa sobre un alimento de base vegetal para lubinas (proporcion "hidrolizado/nucleétidos":
97,5/2,5 - nivel de aplicacion: 2%).

Efecto sobre la palatabilidad del alimento piscicola de una CMP que comprendia nucledtidos
(IMP/GMP 50/50) afiadida a un hidrolizado de calamar, en el que dicha CMP se aplic6 como capa
externa sobre un alimento de base vegetal para lubinas (proporcidon "hidrolizado/nucleétidos":
97,5/2,5 - nivel de aplicacion: 2%).

Efecto sobre la palatabilidad del alimento piscicola de una CMP que comprendia nucledtidos
(IMP/GMP 50/50) afiadida a un hidrolizado de Tilapia, en el que dicha CMP se aplic6 como capa
externa sobre un alimento de base vegetal para lubinas (proporcion "hidrolizado/nucleétidos":
97,5/2,5 - nivel de aplicacion: 2%).

Efecto sobre la palatabilidad del alimento piscicola de una CMP que comprendia nucledtidos
(IMP/GMP 50/50) afiadida a un hidrolizado de atdn, en el que dicha CMP se aplic6 como capa
externa sobre un alimento de base vegetal para lubinas (proporcion "hidrolizado/nucleétidos":
97,5/2,5 - nivel de aplicacion: 2%).

Efecto sobre la palatabilidad del alimento piscicola de una CMP que comprendia nucledtidos
(IMP/GMP 50/50) afiadida a productos que presentaban diferentes grados de hidrélisis de las
proteinas, en la que dichas CMP se aplicaron como capa externa sobre un alimento de base vegetal
para lubinas (proporcion "hidrolizado/nucleétidos": 97,5/2,5 - nivel de aplicacion: 2%).

Influencia del grado de hidrélisis de CMP que contienen un hidrolizado mezclado con nucleétidos
(IMP/GMP 50/50) sobre su efecto sobre la palatabilidad del alimento en lubinas alimentadas con un
alimento de base vegetal (proporcion de "hidrolizado/nucleétidos”: 97,5/2,5 - nivel de aplicacion: 2%).

Efecto de IMP y GMP solos o conjuntamente sobre el efecto mejorador de la palatabilidad de un
hidrolizado al afiadilo a un alimento de base vegetal en lubinas (proporcion de
"hidrolizado/nucleétidos": 97,5/2,5 - nivel de aplicacién: 2%).

Efecto de diferentes naturalezas de nuclettidos (IMP, AMP, UMP, CMP y GMP) y de algunas
combinaciones de los mismos sobre el efecto mejorador de la palatabilidad de un hidrolizado al
afadirlo a un alimento de base vegetal en lubinas (proporcién de "hidrolizado/nucleotidos": 97,5/2,5 -
nivel de aplicacion: 2%).

Efecto sobre la palatabilidad del alimento piscicola de CMP que comprendian una combinacion de
hidrolizados de proteinas y nucleétidos (IMP/GMP 50/50) aplicada como capa externa sobre un
alimento de base vegetal en Tilapia (Oreochromis niloticus) (proporcion de "hidrolizado/nucleétidos™
99,93/0,07 y 99,3/0,7 - nivel de aplicacion: 2%).

Descripcion detallada de la invencion

Definiciones

A menos que se indique especificamente lo contrario, los porcentajes expresados en la presente memoria son en

peso.
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En la presente exposicion, los intervalos se indican abreviadamente, de manera que se evite tener que indicar
extensamente e indicar todos y cada uno de los valores comprendidos en el intervalo. Puede seleccionarse cualquier
valor apropiado comprendido en el intervalo, en caso apropiado, como el valor superior, el valor inferior o el extremo
el intervalo. Por ejemplo, un intervalo de entre 0,1 y 1,0 representa los valores terminales de 0,1 y 1,0, asi como los
valores intermedios de 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 y todos los intervalos intermedios comprendidos dentro del
intervalo de entre 0,1y 1,0, tales como 0,2a 0,5, 0,2 a 0,8, 0,7 a 1,0, etc.

Tal como se utiliza en toda la presente memoria, la forma singular de un término incluye el plural, y viceversa, a
menos que el contexto indique claramente lo contrario. De esta manera, las referencias "un" o "una" y "el" o "la" son
generalmente inclusivas de los plurales de los términos respectivos. Por ejemplo, la referencia a "un procedimiento”
o "un alimento” incluye una pluralidad de dichos "procedimientos” o "alimentos". De manera similar, los términos
"comprende” o "comprenden" y "que comprende" deben interpretarse inclusivamente. De manera similar, los
términos "incluye" o "que incluye" y "o" deben interpretarse todos ellos como inclusivos. Sin embargo, debe
considerarse que la totalidad de dichos términos comprende formas de realizacion limitativas a las que también
puede hacerse referencia utilizando expresiones tales como "consiste en".

Los procedimientos y composiciones y otras formas de realizacién ejemplificadas en la presente memoria no se
encuentran limitadas a las metodologias, protocolos y reactivos particulares que se indican en la presente memoria
debido a que, tal como apreciara el experto en la materia, pueden variar.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos, términos artisticos y acrénimos
utilizados en la presente memoria presentan los significados entendidos cominmente por el experto en el campo o
campos de la invencién, o en el campo o campos en los que se utiliza el término. Aunque pueden utilizarse
cualesquiera composiciones, métodos, articulos fabricados u otros medios o materiales similares o equivalentes a
los indicados en la presente memoria en la practica de la presente invencion, se indican en la presente memoria las
composiciones, métodos y articulos fabricados, u otros medios o materiales preferidos.

El término "aproximadamente” tal como se utiliza en la presente memoria haciendo referencia a un valor medible, tal
como una cantidad, una duracién temporal y similar, pretende comprender variaciones de +20%, mas
preferentemente de +10%, todavia mas preferentemente de +5% respecto al valor especificado, ya que dichas
variaciones resultan apropiadas para reproducir los procedimientos y productos dados a conocer.

Las expresiones "acuicultura”, "piscicultura”, "cultivo de peces" y "cria de peces" son sinébnimos y en la presente
memoria se utilizan segun su significado equivalente habitual. Los peces generalmente se crian en "corrales",
"estanques”, "tanques” o "jaulas" de diferentes tamafios, volimenes y capacidades, dependiendo de la especie de
pez que debe criarse, la situacién de la piscifactoria, los medios econémicos del piscicultor, etc.

El término "corral" se utiliza posteriormente para hacer referencia a cualquiera de entre corral, estanque, tanque y
jaula.

En el contexto de la presente invencidn, el término "peces"” se refiere a cualquier especie de paz que puede criarse
para los fines de suministrar peces comestibles a la poblacion (seres humanos y animales, en particular animales de
compaiia).

Existen 3 "grupos de peces" diferentes que se definen a partir de los requisitos nutricionales y habitos de
alimentacién de los peces: el grupo de los peces carnivoros, el grupo de los peces omnivoros y el grupo de los
peces herbivoros.

En particular, los peces segun la invencién son peces carnivoros o peces omnivoros, mas particularmente peces
carnivoros.

A titulo de ejemplos de especies de peces carnivoros, pueden citarse el salmén rosado (Oncorhynchus gorbuscha),
el salmén rojo (Oncorhynchus keta), el salmén coho (Oncorhynchus kisutch), el salmén masu (Oncorhynchus
masou), la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), el salmén del Pacifico (Oncorhynchus nerka), el salmén comuin
(Salmo salar), la trucha de mar (Salmo trutta), la trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis), la trucha de lago (Salvelinus
namaycush), la anguila japonesa (Anguilla japonica), la anguila americana (Anguilla rostrata), la anguila europea
(Anguilla anguilla), la perca americana (Micropterus salmoides), el pez limon (Seriola dumerili), "buri" (Seriola
quinqueradiata), el jurel japonés (Trachurus japonicas), el besugo negro (Acanthopagrus schlegeli), el sargo
(Diplodus sargus), la dorada japonesa (Evynnis japonica), la dorada del Japon (Pagrus major), el bocinegro (Pagrus
pagrus), el sargo dorado (Rhabdosargus sarba), la dorada (Sparus aurata), la corvina roja (Sciaenops ocellatus), el
atun de aleta azul del sur (Thunnus maccoyii), el atin de aleta azul del norte (Thunnus thynnus), la perca trepadora
(Anabas testudineus), el rodaballo (Psetta maxima), el falso hélibut del Japon (Paralichthys olivaceus), el lenguado
comun (Solea vulgaris), el lenguado senegalés (Solea senegalensis), el fletAn (Hippoglossus hippoglossus), la lubina
rayada (Morone saxatilis), el barramundi (Lates calcarifer), la perca del Nilo (Lates niloticus), el bacalao del Atlantico
(Gadus morhua), la lubina (Dicentrarchus labrax), el mero (Epinephelus sp.), el mero moteado del coral
(Plectropomus maculates), la perca de rio (Perca fluviatilis), la perca regia (Argyrosomus regius) y la cobia
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(Rachycentron canadum).

A titulo de ejemplos de especies de peces omnivoros, pueden citarse las especies de barbo (Puntius spp.), la carpa
negra (Mylopharyngodon piceus), la carpa de fango (Cirrhinus molitorella), la perca trepadora (Anabas testudineus),
la carpa comun (Cyprinus carpio), el carpin (Carassius carassius), la pirapatinga (Piaractus brachypomus), el barbo
plateado (Barbonymus gonionotus), la carpa Mrigale (Cirrhinus mrigala), el pacu (Piaractus mesopotamicus),
especies de Tilapia [Oreochromis spp. (niloticus y mossambicus e hibridos), Sarotherodon spp., Tilapia spp.], catfish
species [Clarias spp. (gariepinus, macrocephalus, hibridos), Pangasius spp. (Pangasius hypophthalmus, Pangasius
pangasius), el bagre de canal (Ictalurus punctatus), el bagre comudn japonés (Silurus asotus), el siluro chino de
hocico largo (Leiocassis longirostris) y el bagre amarillo (Pelteobagrus fulvidraco)].

A titulo de ejemplos de especies de peces herbivoros, pueden citarse la carpa plateada (Hypophtalmichthys molitrix),
la carpa catla (Catla catla), el labeo rojo (Labeo rohita), el chano (Chanos chanos), el pardete (Mugil cephalus), la
carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella), carpa de Wuchang (Megalobrama amblycephala), el gurami grande
(Osphronemus goramy), el gurami piel de serpiente (Trichigaster pectoralis), algunas especies de Tilapia (Tilapia
rendalli y Tilapia zillii), el gurami gigante (Osphronemus goramy) y la carpa cabezona (Hypophthalmichthys nobilis
(filtrador)).

El término "alimento” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un producto o composicion que esta
destinado a la ingestién por peces y que proporciona por lo menos un nutriente a los peces. La composicién del
alimento depende del grupo de peces que se alimentaran con dicho alimento. Un alimento para peces carnivoros es
diferente de un alimento para peces omnivoros y de un alimento para peces herbivoros, siendo estos dos ultimos
alimentos, diferentes entre si. Tipicamente, los peces, especialmente los carnivoros, requieren proteinas, grasas,
minerales y vitaminas para crecer y mantener un buen estado de salud. El término "alimento” segun la presente
invencion excluye "cebos" que solo se utilizan para atraer peces.

Originalmente, en la piscicultura de peces carnivoros, se utilizaban peces enteros o pescado molido para cubrir los
requisitos nutricionales de los peces en cria. El pescado molido mezclado con materias primas secas de diverso tipo,
tales como harinas de pescado y almidon, se denominaba "alimento blando". Gradualmente, la piscicultura se ha
industrializado y el alimento blando ha sido sustituido por alimento seco del tipo alimento comprimido. El alimento
comprimido ha sido sustituido gradualmente por alimento seco del tipo extrudido. Actualmente el alimento extrudido
es préacticamente universal en la piscicultura de un gran nimero de especies de peces, tales como varias especies
de salmonidos, bacalao, corvina y dorada.

En su sentido original y mas amplio, el término "extrusién” se refiere a la creacion de un objeto que presenta un perfil
fijo en seccién transversal. Lo anterior se lleva a cabo tirando o forzando un material conformable a través de la
abertura de una matriz que presenta la seccion transversal deseada. En las industrias alimentaria y de piensos,
especialmente en la industria de la alimentacion piscicola, el término "extrusion” se utiliza comunmente en un sentido
mas estrecho. En estas industrias, se utilizan extrusores de tipo un solo husillo o de doble husillo. El material
extrudido es una mezcla de materias primas proteicas, materias primas que contienen almiddn, grasas y agua. El
agua puede afiadirse a la mezcla en forma de agua o vapor. Ademas, la mezcla puede comprender minerales y
vitaminas y posiblemente pigmento. La mezcla puede precalentarse en un preacondicionador, en donde el
calentamiento tiene lugar mediante la adicion de vapor a la mezcla. También puede afiadirse vapor y agua a la
sustancia en el interior del extrusor. En el extrusor mismo, la sustancia de tipo masa se fuerza mediante los husillos
hacia una constriccion en el extremo de salida del extrusor y seguidamente a través de una placa de matriz en
donde la sustancia adopta la forma en seccién transversal que se desea. En el exterior de la placa de matriz
normalmente se encuentra una cuchilla giratoria que corta la hebra que sale de los orificios de la matriz a la longitud
deseada. Normalmente, la presién en el exterior de la placa de la matriz sera igual a la presion circundante. El
producto extrusionado generalmente se denomina "extrudido”. Debido a la presion creada en el interior del extrusor y
la adicién de vapor a la sustancia, la temperatura puede ser superior a aproximadamente 100°C y la presion puede
ser superior a la presién atmosférica en la sustancia antes de ser forzada a través de las aberturas de la matriz. Este
procedimiento de extrusion también se denomina "coccidn por extrusion”. De esta manera, el término "extrusiéon” se
refiere en la presente memoria a la coccidn por extrusion mediante un extrusor de un solo husillo o un extrusor de
doble husillo. La expresién "alimento extrudido" se refiere al alimento producido mediante coccion por extrusiéon
mediante un extrusor de un solo husillo o un extrusor de doble husillo. El alimento piscicola extrudido tipicamente se
presenta en forma de granulos. La mayor parte, si no la totalidad, del "alimento extrudido” disponible actualmente
contiene menos de aproximadamente 10% de agua y presenta un recubrimiento de aceite.

La expresiéon "alimento comprimido” se refiere a un alimento producido mediante una prensa alimentaria. Este
procedimiento difiere de la extrusion de varias maneras. Se utiliza menos agua y vapor durante el procedimiento. Se
fuerza el paso de la mezcla de alimento por el anillo de la matriz desde el interior hacia el exterior mediante la
utilizacion de rodillos que giran en el interior del anillo de la matriz. La temperatura y la presién son mas bajos que en
la extrusion y el producto no es poroso. El procedimiento implica que el almidon no es tan digerible como después
de la extrusion. Un "alimento comprimido” normalmente contiene menos de aproximadamente 10% de agua tras el
prensado y cualquier recubrimiento con aceite. No resulta necesario secar un alimento comprimido. El alimento se
enfria antes del envasado opcional.
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La expresion "alimento piscicola formulado” se refiere a un alimento compuesto de una o méas fuentes de proteina,
tales como, aunque sin limitacion, proteinas marinas, incluyendo, entre otros, harina de pescado y harina de krill,
proteinas vegetales (por ejemplo harina de soja, harina de colza, gluten de trigo, gluten de maiz, harina de altramuz,
harina de guisante, harina de semillas de girasol y harina de arroz) y residuos de matadero, tales como harina de
sangre, harina de huesos, harina de plumas y harina de aves. Mediante la mezcla de diferentes fuentes de
proteinas, cada una con su propio perfil de aminoéacidos, resulta posible dentro de determinados limites alcanzar un
perfil de aminoacidos deseado en el alimento adaptado al grupo de peces, y incluso a la especie de pez para la que
esta destinado el alimento.

Un "alimento formulado” contiene ademas grasas, tales como aceite de pescado y/o aceites de origen vegetal (por
ejemplo aceite de colza y aceite de soja) y/o grasas de origen terrestre (en particular grasa de ave) como fuentes de
energia. Un alimento formulado contiene ademas un ligante, habitualmente en forma de una materia prima que
contiene almidén, tal como trigo o harina de trigo, harina de patata, arroz, harina de arroz, harina de guisante, judias
o harina de tapioca, para proporcionar al alimento la resistencia y estabilidad de forma deseadas.

Un "alimento formulado” tipico contiene ademas minerales y vitaminas que procuren un buen crecimiento y buena
salud de los peces. El alimento puede contener ademas aditivos adicionales, tales como pigmentos.

De esta manera, un "alimento piscicola formulado” es un alimento compuesto en el que las cantidades relativas de
proteinas, grasas, carbohidratos, vitaminas, minerales y cualesquiera otros aditivos se calculan para que estén
adaptados 6ptimamente a las necesidades nutricionales del grupo de peces y de la especie de pez basandose en la
edad de los peces, el procedimiento de cria y las condiciones ambientales. Es comun que la alimentacién se lleve a
cabo con Unicamente un tipo de alimento en cada ocasion y de manera que cada trozo de alimento sea
nutricionalmente adecuado. De esta manera, un "alimento piscicola formulado" presenta una composicion
aproximadamente de 25% a 60% en peso de proteinas, 5% a 40% en peso de lipidos y 3% a 15% en peso de
humedad.

La expresion "alimento formulado seco” se refiere a un alimento del tipo comprimido o extrudido.

En la presente memoria tanto un "alimento piscicola formulado” como un "alimento piscicola formulado seco” pueden
denominarse "alimento piscicola” 0, mas simplemente, como un "alimento”. Evidentemente el significado de estas
expresiones resultara evidente para el lector a la luz del contexto.

El término "granulo” utilizado en la presente memoria se refiere a pedazos o trozos constituidos de particulas
formados mediante un procedimiento de compresién o extrusion. Los trozos pueden variar en tamafio y/o forma,
dependiendo del procedimiento o de los equipos. La mayoria de granulos de alimento piscicola presentan una forma
cilindrica. Debido a que los peces se crian utilizando un producto alimentario piscicola, desde alevines (con un peso
de aproximadamente 1 g) hasta peces grandes con un peso de varios kilogramos (por ejemplo 4 a 5 kg), se
requieren y se utilizan diversos tamafos de granulo para la alimentacion en diferentes etapas del crecimiento de los
peces. De esta manera, durante un ciclo de cria de los peces, se utilizan granulos de tamafio creciente a medida
que crecen los peces. Por ejemplo, en la cria del salmén, tipicamente se requieren 6 o 7 tamafios de granulo
diferentes al utilizar los alimentos piscicolas existentes. Ademas, en la cria de la corvina, cominmente se utilizan
granulos de 5 tamafios diferentes para satisfacer el crecimiento de los peces. El tamafio del granulo que debe
utilizarse esta determinado por el tamafio de los peces segun la préactica anterior.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "granulos de alimento” cumple ambas definiciones de
"alimento” y "granulo” anteriormente indicadas. De esta manera, la expresion "granulos de alimento" se refiere no
s6lo a la composicién y formulacién del alimento sino también a la estructura fisica, forma, tamafio y densidad de los
granulos.

El término "palatabilidad” se refiere a una preferencia de unos peces por un alimento frente a otro. La palatabilidad
se refiere a la disposicion global de unos peces a comer un determinado alimento. Ventajosamente, aunque no
necesariamente, la palatabilidad se refiere ademas a la capacidad del alimento ingerido de satisfacer a los peces. En
el caso de que unos peces muestren una preferencia, por ejemplo para uno de los dos o0 més alimentos, el alimento
preferente presenta "mejor palatabilidad” y presenta una "palatabilidad incrementada”. La palatabilidad de un
alimento en comparacion con otro u otros alimentos puede determinarse, por ejemplo, sometiendo a ensayo el
consumo de los alimentos por parte de los peces. Dicha preferencia puede resultar de cualquiera de los sentidos de
los peces, aunque tipicamente se relaciona, entre otros, con el gusto, el olor, el aroma, el sabor, la textura y/o la
sensacioén en boca.

Un alimento piscicola tal como se indica en la presente memoria presenta una "palatabilidad incrementada” en el
caso de que unos peces muestren preferencia frente a una composicién de alimento de control.

Las expresiones "mejoradores de palatabilidad" (PP), "saborizantes", "aromas", "agentes de palatabilidad”, "factores
saborizantes", "composiciones saborizantes", "composiciones mejoradoras de la palatabilidad" (CPP), "mejoradores
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del sabor", "atrayentes" (excluyendo los cebos) y cualesquiera otros términos similares se refieren a cualquier
material que mejore la palatabilidad de una composicion de alimento para unos peces. Un MP puede ser un Gnico
material o0 una mezcla de materiales, y puede ser natural, procesado o no procesado, sintético o parte de materiales
naturales y parte de materiales sintéticos. Tipicamente, un MP util en un alimento piscicola es una composicion
comestible que proporciona un gusto, olor, aroma, sabor, textura, sensacién en boca y/o sensacién organoléptica
que resulta atractiva o agradable para los peces.

Son ejemplos de MP disponibles comercialmente que resultan Utiles en los alimentos piscicolas, la linea de
productos ACTIPAL™ (Aquativ, SPF, Francia).

Tal como se utiliza en la presente memoria, un "ingrediente de composicion mejoradora de la palatabilidad" es
cualquier compuesto, composicién o material que resulta adecuado para el consumo de los peces. Son ejemplos no
limitativos de ingredientes de composicion mejoradora de la palatabilidad, hidrolizados de proteinas (incluyendo
harinas y/o hidrolizados animales, harinas y/o hidrolizados de pescado, harinas y/o hidrolizados de krill, harinas y/o
hidrolizados de crustaceos, harinas y/o hidrolizados de moluscos (incluyendo larvas), harinas y/o hidrolizados de
plumas, levaduras y/o hidrolizados y/o extractos, hidrolizados vegetales, harinas y/o hidrolizados y/o extractos de
algas), compuestos de nitrogeno [por ejemplo proteinas, hidrolizados de proteinas, péptidos y aminoacidos (en
particular, aminoéacidos libres), derivados de aminoacidos (betaina, taurina)], nucledsidos, nucledtidos,
carbohidratos, lipidos o grasas, acidos organicos y similares. También se encuentran comprendidos en la expresion
"ingrediente de composicion mejoradora de la palatabilidad" cualquier ingrediente comestible funcional activo o
bioactivo que no puede extrudirse y, de esta manera, debe afiadirse mediante recubrimiento (por ejemplo vitaminas,
enzimas, pigmentos, aromas, hormonas, etc.).

Pueden obtenerse hidrolizados de proteinas mediante técnicas convencionales, directa o indirectamente (a partir de
extractos de proteinas que pueden pretratarse o no), a partir de materias primas que puede ser la totalidad o una
parte de uno o mas de entre animales, plantas, algas y microorganismos, y que pueden haberse congelado o no.
Por ejemplo, puede conseguirse la hidrélisis de las proteinas mediante uno o méas de entre medios fisicos (por
ejemplo calor y/o cizalla), medios quimicos (utilizando &cidos o bases), medios enzimaticos (utilizando enzimas
endogenos, particularmente proteasas, obteniendo de esta manera autolisados o ensilados, y/o enzimas exdgenos,
particularmente proteasas).

El término "aminoacido” se refiere a una molécula que contiene tanto un grupo amino como un grupo carboxilo. En
algunas formas de realizacion, los aminoacidos son a-, B-, y- 0 -aminodacidos, incluyendo los estereocisémeros y
racematos de los mismos.

El término "péptido” se refiere en la presente memoria a una cadena corta de aminoacidos. La expresion "cadena
corta de aminoacidos" tipicamente se refiere a una cadena que presenta entre 2 y aproximadamente 6 aminoacidos.
En particular, un "péptido" en el presente contexto presenta un peso molecular (PM) igual o inferior a
aproximadamente 1.000 Da.

En el contexto de la presente invencion, la expresion "aminoacidos libres" se refiere a aminoacidos en forma no
peptidica (es decir, que no forman parte de una molécula que comprende dos o0 mas residuos aminoacidos unidos
mediante un enlace peptidico).

Tal como se utliza en la presente memoria, la expresion "aminoacidos naturales" se refiere a aminoacidos
observados in vivo y que son producidos por como minimo un organismo natural, aunque también pueden ser
producidos por diversos medios quimicos y/o bioquimicos. Los aminoacidos naturales comparten una
estereoquimica comun, siendo todos L-aminoécidos. A titulo de ejemplos de aminoacidos naturales pueden citarse
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano, valina, alanina, arginina, asparagina,
acido aspartico, cisteina, cistina, acido glutamico, glutamina, glicina, ornitina, prolina, selenocisteina, serina y
tirosina.

La expresion "aminoacidos no naturales” se refiere a aminoacidos que no son producidos in vivo.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "azlcares reductores” se refiere a cualquier monosacarido
o disacarido que presenta un grupo aldehido o un grupo cetona o que es capaz de formar uno en solucién mediante
isomerismo. El grupo funcional permite que el azGcar actle como agente reductor, por ejemplo en la prueba de
Tollens o en la prueba de Benedict, o en la reaccion de Maillard. Entre los ejemplos no limitativos se incluyen ribosa,
xilosa, arabinosa, manosa, glucosa, fructosa, ramnosa, lactosa, maltosa, fucosa, galactosa y similares.

Debido a que resulta dificil, o incluso imposible, determinar la composicion exacta de los hidrolizados de proteinas,
los fabricantes utilizan bastante cominmente informacion indirecta, tal como el perfil de PM (utilizando métodos que
tipicamente se basan en la cromatografia de exclusién por tamafio) y/o el grado de hidrdélisis (GH) de los enlaces
peptidicos de las proteinas. El GH esta representado por: (i) la proporcion de nitrégeno de amino respecto al
nitrégeno total (proporcion NA/NT) en el hidrolizado resultante, (ii) la presencia de aminas en el hidrolizado, e (iii) la
osmolaridad del hidrolizado. Pueden utilizarse muchos métodos convencionales para determinar el GH. Estos
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métodos pueden ser absolutos (por ejemplo los métodos OPA y TNBS) o estimativos (por ejemplo el procedimiento
de TCA) o relativos (por ejemplo el procedimiento de "pH stat"). Mas exactamente, los procedimientos utilizados en
las industrias alimentarias y de los piensos, y mas concretamente en la industria de los alimentos piscicolas, para
cuantificar el GH tipicamente se basan en uno de los principios siguientes: (1) determinacién de nitrégeno soluble en
presencia de un agente precipitante, tal como acido tricloroacético (TCA), o (2) determinacion de los grupos alfa-
amino mediante procedimientos colorimétricos (por ejemplo la titulacién con acido trinitrobencenosulfénico, TNBS), o
la titulacion del pH de los protones liberados ("pH stat”). El GH puede determinarse ventajosamente mediante un
procedimiento basado en OPA (o-ftaldialdehido), tal como se indica en Nielsen (2001). Alternativamente, el
nitrégeno soluble en TCA puede determinarse mediante el ensayo de Kjeldhal (A.O.A.C. 1995) o la reaccion de
Biuret (Hung et al., 1984). Dichos procedimientos se describen en detalle en Silvestre (1997).

Un "nucleosido” es un compuesto que contiene una base purina o pirimidina unida a un azucar (habitualmente ribosa
o desoxirribosa), tal como adenosina, inosina, uridina, guanosina, citidina, ribotimidina, desoxiadenosina,
desoxiinosina, desoxitimidina, desoxiuridina, desoxiguanosina, desoxicitidina y similares.

Un "nucledtido” es cualquier compuesto que consiste de un nucledsido combinado con un grupo fosfato, tal como
adenosin-monofosfato, monofosfato de inosina, timidin-monofosfato, uridin-monofosfato, monofosfato de guanosina,
monofosfato de citidina, adenosin-difosfato, inosin-difosfato, timidin-difosfato, uridin-difosfato, difosfato de
guanosina, citidin-difosfato, adenosin-trifosfato, inosin-trifosfato, timidin-trifosfato, uridin-trifosfato, trifosfato de
guanosina, citidin-trifosfato, desoxiadenosina-monofosfato, desoxiinosin-monofosfato, desoxitimidin-monofosfato,
desoxiuridin-monofosfato, monofosfato de desoxiguanosina, desoxicitidin-monofosfato, desoxiadenosin-difosfato,
desoxiinosin-difosfato, desoxitimidin-difosfato, desoxiuridin-difosfato, difosfato de desoxiguanosina, desoxicitidin-
difosfato, desoxiadenosin-trifosfato, desoxiinosin-trifosfato, desoxitimidin-trifosfato, desoxiuridin-trifosfato, trifosfato
de desoxiguanosina, desoxicitidin-trifosfato y similares.

Entre los ejemplos de lipidos se incluyen el sebo, los aceites, las grasas de cualquier origen, tales como los aceites
animales, vegetales (incluyendo de verduras), lacteos o marinos, siendo la totalidad de ellos denominados
intercambiablemente "lipidos"”, "grasas” o "aceites". Los aceites vegetales que se encuentran disponibles en grandes
cantidades tipicamente son el aceite de canola, el aceite de soja, el aceite de maiz, el aceite de oliva, el aceite de
girasol, el aceite de colza, el aceite de linaza, aceite de palma, aceite de cartamo y similares, asi como productos
secundarios de los mismos. Las grasas animales tipicos son el sebo, la manteca, la grasa de ave, la grasa de vaca y
similares, asi como los productos secundarios de los mismos. Los aceites marinos tipicamente son aceite de atun,
aceite de sardina, aceite de salmon, aceite de anchoa, aceite de otros peces pelagicos, y similares, asi como
productos secundarios de los mismos. También se encuentran comprendidos en la presente memoria las grasas que
se derivan de fuentes animales, vegetales o marinas, o que son producidos por peces, animales y plantas.
Preferentemente, el alimento piscicola contiene aceites marinos.

Tal como reflejan las definiciones proporcionadas anteriormente, entre los ingredientes de la composicion
mejoradora de la palatabilidad se incluyen mas particularmente "nutrientes” o "macronutrientes”, y "micronutrientes”.

Son ejemplos de "nutrientes” o "macronutrientes”, aunque sin limitacion, materias primas de origen en pescado,
plantas y terrestres, compuestos del nitrégeno (por ejemplo proteinas, péptidos, aminoacidos, especialmente
aminoacidos libres y derivados de aminoacidos), carbohidratos, grasas y similares.

Entre los ejemplos de "micronutrientes” se incluyen, aunque sin limitacion, vitaminas, minerales y oligoelementos,
tales como las vitaminas A, C, E, B12, D3, acido fdélico, D-biotina, cianocobalamina, niacinamida, tiamina, riboflavina,
piridoxina, menadiona, beta-caroteno, pantotenato de calcio, colina, inositol, calcio, fésforo, potasio, sodio, cinc,
hierro, manganeso, cobre, yodo y similares.

En la presente memoria, el término "nutrientes” puede utilizarse para referirse a nutrientes o a micronutrientes, 0 a
ambos. Evidentemente el significado exacto de este término se pondra de manifiesto para el experto en la materia a
partir del contexto.

Los "conservantes" se utilizan en particular para garantizar una larga vida util del alimento, en particular del alimento
piscicola. Los conservantes comprenden antioxidantes naturales o sintéticos (tales como etoxiquina, BHA, BHT,
galato de propilo, galato de octilo, tocoferoles, extractos de romero y similares), quelantes (por ejemplo el acido
citrico), asi como el acido soérbico o las sales sorbicas (por ejemplo el sorbato de potasio) y otros acidos como el
acido fosforico y similares.

Un "pigmento” se refiere en la presente memoria a cualquier sustancia de origen natural o cualquier color sintético
que resulte adecuado (preferentemente autorizado o certificado) para la utilizacion como alimento piscicola. Los
pigmentos resultan Utiles para, entre otros, proporcionar un color atractivo a un alimento piscicola y/o para
proporcionar un color atractivo a los peces destinados a consumo por parte animales y/o seres humanos. Son
ejemplos de pigmentos utilizados comUnmente en acuicultura, los carotenoides (tales como la cantaxantina, la
astaxantina, etc.) y similares.
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Una "reaccion térmica" es, segun la presente invencidn, una reaccion obtenida mediante la combinacién a una
temperatura elevada, de por lo menos un carbohidrato, preferentemente un azlcar reductor, y por lo menos un
compuesto de nitrégeno. Dicha reaccion de hecho puede incluir diversas reacciones concomitantes y/o sucesivas,
incluyendo, por ejemplo, una o més reacciones de Maillard.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "reaccion de Maillard" se refiere a una reaccion de
calentamiento que se produce entre los ingredientes, incluyendo una fuente de nitrégeno, preferentemente nitrégeno
de amino, y una fuente de carbohidrato, preferentemente un azlcar reductor, siendo dicha reaccion una de las rutas
mas importantes para saborizar compuestos en los alimentos cocinados. Dicha reaccion es completa y proporciona
un gran nimero de compuestos que contribuyen al sabor.

La expresion "producto de reaccion de Maillard" se refiere en la presente memoria a cualquier compuesto producido
mediante una reaccion de Maillard. en particular, un producto de reaccion de Maillard es un compuesto que
proporciona sabor y/o color y/o olor y/o gusto y/o regusto.

En el contexto de la presente invencion, al experto en la materia le resultaran familiares los "parametros
zootécnicos", entre los que se incluyen la tasa de supervivencia, el alimento ingerido o el alimento consumido (Ac),
la tasa de crecimiento especifico (TCE) y la proporciéon de conversién de alimento (PCA). Estos parametros se
utilizan comunmente en acuicultura para evaluar, por ejemplo, cbmo/qué comen o prefieren comer los peces, cémo
crecen, cémo utilizan los alimentos ingeridos, etc. Se determinan utilizando mediciones experimentales
convencionales y ecuaciones matematicas que son bien conocidas de la técnica (ver, por ejemplo, el manual de
Guillaume et al., publicado en septiembre de 2001).

El parametro de "tasa de supervivencia" puede definirse como la proporcién entre el nUmero inicial de peces (es
decir, el nimero total de peces inicialmente contenidos en un corral) y el nimero final de peces (es decir, el nUmero
total de peces vivos que se encuentran finalmente contenidos en el corral).

El parametro de "tasa de crecimiento especifico” (TCE) se expresa como el porcentaje de incremento de la biomasa
de peces entre un dia y el siguiente. La TCE (expresada en, por ejemplo, "%/dia") no considera la cantidad de
alimento proporcionado para obtener crecimiento. Es una medida Unicamente de la tasa de crecimiento. La TCE
depende de la digestibilidad del alimento piscicola y de su perfil en términos de proporcion de proteinas y grasas, asi
como de las composiciones de aminoacidos y acidos grasos.

El parametro de "consumo de alimento” o "ingesta de alimento" (Ca) se define como el peso de alimento realmente
consumido por los peces en el corral durante un periodo dado de tiempo. El Ca puede calcularse utilizando la
Ecuacion (1):

Ac =As - An

en la que As es el peso seco del alimento total que se distribuye en exceso en el corral durante dicho periodo de
tiempo, y An es el peso seco del alimento total no consumido que se recupera diariamente del corral durante dicho
periodo de tiempo.

Ac puede expresarse en g de alimento / kg de biomasa media de peces / dia.

El parametro de "proporcion de conversion de alimento” (PCA) es un pardmetro econémico que indica el grado de
eficiencia con el que crecen los peces con el alimento. El crecimiento de los peces de hecho corresponde a la
deposicion de proteinas, grasas y agua en el masculo. De esta manera, la PCA refleja la "utilizacion del alimento"”
por los peces o la "eficiencia de alimentacion”. La PCA varia entre especies de peces y también con el tamafio de
los peces. A titulo de ejemplo, en el salmén atlantico, la PCA tipicamente puede ser de entre aproximadamente 0,7 y
aproximadamente 2. Los alimentos piscicolas industriales en forma de alimento comprimido y alimento extrudido
contiene cantidades pequefias de agua, tipicamente de entre aproximadamente 5% y aproximadamente 10%. El
cuerpo de los peces presenta un contenido de agua mas alto. Por ello la PCA de diferentes alimentos en teoria
deberia considerar el contenido de agua de los alimentos ya que el agua no contribuye al crecimiento. Mas
exactamente, la PCA en teoria deberia calcularse en peso seco. Sin embargo, debido a que el contenido de agua se
encuentra comprendido dentro de un intervalo estrecho y resulta engorroso para el piscicultor calcular la PCA en
peso seco, la PCA habitualmente se calcula sobre la base de alimento que incluye el contenido de agua.

Debe apreciarse que la determinacion de los parametros zootécnicos es importante en acuicultura, como minimo por
los motivos siguientes. Tipicamente existen numerosos peces individuales en un corral o estanque (por ejemplo
10.000 a 30.000 individuos), de manera que la alimentacion no puede observarse al nivel de individuo. Ademas, algo
de alimento cominmente se pierde porque los granulos de alimento se fragmentan en el sistema de alimentacion y
los fragmentos son excesivamente pequefios para ser ingeridos o son tan pequefios que son reconocidos como
polvo. Ademas, algunos granulos de alimento no resultan ingeridos por los peces sino que sélo sedimentan por la
columna de agua. Ademas, se pierde algo de alimento porque los peces son alimentados hasta saciarlos, mientras
que la alimentacion continia (lo que se conoce como "sobrealimentacion” o alimentacion "en exceso").
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Alternativamente, puede producirse la infraalimentacion, en cuyo caso la PCA se incrementa debido a que se utiliza
con fines metabolicos una proporcion mas elevada de nutrientes del alimento (materias primas basadas en pescado,
vegetales o de origen terrestre, compuestos del nitrégeno, grasas, carbohidratos y similares) en lugar de utilizarse
para la deposicion de musculo.

A menos que se indique lo contrario, los pesos en la presente memoria se expresan en gramos.

El término "recubrimiento” o "recubrimiento con una capa externa" tal como se utiliza en la presente memoria se
refiere a la deposicion tdpica de una composicién mejoradora de la palatabilidad sobre la superficie de un alimento
piscicola, tal como mediante pulverizacion, espolvoreado y similares.

El término "inclusion" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la adiciébn de una composicion
mejoradora de la palatabilidad internamente en una preparacion de alimento piscicola, mediante la mezcla de la
misma con la preparacion de alimento piscicola, antes de las etapas adicionales de procesamiento para obtener el
alimento piscicola final.

En referencia a un kit, la expresién "paquete individual” se refiere a que los componentes de dicho kit se encuentran
fisicamente asociados dentro o con uno 0 mas recipientes y se consideran como una unidad para la preparacion,
distribucion, comercializacion o utilizacion. Entre los recipientes se incluyen, aunque sin limitacién, bolsas, cajas,
botellas, sacos, paquetes de cualquier tipo o disefio o material, recubrimiento, retractilado, grapado o componentes
fijados de otro modo, o combinaciones de los mismos. Un paquete individual pueden ser recipientes de
componentes individuales asociados fisicamente de manera que se considera que forman una unidad para la
fabricacion, distribucién, comercializacién o utilizacion.

Tal como se utiliza en la presente memoria, los "medios para comunicar informaciéon o instrucciones" son un
componente de un kit para cualquier forma adecuada para proporcionar informacién, instrucciones,
recomendaciones y/o garantias, etc. Dichos medios pueden comprender un documento, medios de almacenamiento
digital, medios de almacenamiento Optico, presentacién de audio e informacidon que contiene representaciones
visuales. Los medios de comunicacion pueden ser un sitio de internet visualizado, un folleto, una etiqueta de
producto, un impreso insertado en el paquete, un anuncio, una representacion visual, etc.

Descripcion de algunas formas de realizacion de la invencion

Los resultados experimentales obtenidos por los inventores y de los que informa en los Ejemplos, a continuacion,
demuestran que resulta posible utilizar nucleétidos como refuerzos o estimulantes de las propiedades de mejora de
la palatabilidad de los hidrolizados de proteinas en los granulos de alimento para peces carnivoros. Estos resultados
muestran adicionalmente que dicho efecto de refuerzo o estimulante de los nucleétidos es més alto en el caso de
que los hidrolizados de proteinas presenten un grado especifico de hidrolisis.

De esta manera, los nuclettidos permiten mejorar las propiedades de mejora de la palatabilidad de los hidrolizados
de proteinas en los granulos de alimento para peces carnivoros. De hecho, los nucleé6tidos por si solos no son
mejoradores de la palatabilidad tan eficientes como los hidrolizados de proteinas por si solos. Sin embargo, en
combinacién con los hidrolizados de proteinas, los nucleétidos permiten incrementar o mejorar o mejorar significativa
y eficientemente la palatabilidad de los granulos de alimento para peces carnivoros.

De esta manera, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para preparar granulos de
alimento para peces carnivoros que presentan una palatabilidad mejorada, que comprende:

a) proporcionar una composicion mejoradora de la palatabilidad (CPP), que comprende:

- un hidrolizados de proteinas que presenta un grado de hidrdlisis (GH) de entre 14,5% y 100%, en
combinacién con:

- uno o mas nucledtidos, y

- opcionalmente, en presencia de uno o mas ingredientes adicionales de la composicién mejoradora de la
palatabilidad,

b) afadir dicha CMP a granulos de alimento para peces carnivoros, y
¢) recuperar dichos granulos de alimento para peces carnivoros con una palatabilidad mejorada.

Dicho hidrolizado de proteinas contiene por lo menos 17 aminoacidos libres diferentes; en particular dichos
aminoécidos son aminoacidos naturales.

Mas particularmente, dicho hidrolizado de proteinas contiene 17 aminoacidos naturales libres diferentes.
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Dicho hidrolizado de proteinas puede contener por lo menos 14,5%, por lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo
menos 29%, por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo
menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, particularmente 100% de
aminoacidos libres respecto a la cantidad total de aminoacidos de dicho hidrolizado de proteinas.

Preferentemente, todos los valores de GH dados a conocer en la presente memoria se determinaron utilizando un
procedimiento absoluto, mas preferentemente el procedimiento OPA indicado en las Definiciones, anteriormente, y
nuevamente referenciado en los Ejemplos, posteriormente.

Preferentemente, dicha CMP preferentemente presenta un GH de entre 14,5% y 100%.

Preferentemente, el valor o valores de GH del hidrolizado de proteinas y/o de la CMP son de entre
aproximadamente 20% y 100%, mas preferentemente de entre aproximadamente 30% y 100%, y todavia mas
preferentemente de entre aproximadamente 40% y 100%. El valor de GH del hidrolizado de proteinas puede ser
igual o diferente del de la CMP resultante, aunque ambos valores de GH se encuentran comprendidos dentro de los
intervalos indicados anteriormente.

Preferentemente, el hidrolizado de proteinas se encuentra presente en una cantidad de entre 14,5% y 100% en peso
de dicha CPP. Aunque preferentemente dicha cantidad de hidrolizado de proteinas es de entre aproximadamente
20% y 100%, todavia mas preferentemente de entre aproximadamente 30% y 100%, y todavia méas preferentemente
de entre aproximadamente 40% y 100%, en peso de dicha CPP.

Los hidrolizados de proteinas pueden obtenerse mediante técnicas convencionales. Por ejemplo, la hidrdlisis de
proteinas puede llevarse a cabo mediante uno o mas medios fisicos (por ejemplo calor y/o cizalla), medios quimicos
(utilizando acidos o bases), medios enzimaticos (utilizando enzimas enddgenos, obteniendo de esta manera
autolisados o ensilados y/o enzimas exdgenas).

En particular, dicho hidrolizado de proteinas presentan una digestibilidad in vitro, determinada segin M150 (Boisen,
1991) de por lo menos 90%, mas particularmente de por lo menos 92%, de por lo menos 94%, de por lo menos 96%
y mas particularmente de por lo menos 98% de nitr6geno.

Dicho nucleétido o nucleétidos preferentemente se encuentran presentes en una cantidad de entre
aproximadamente 0,1% y aproximadamente 25% en peso de la composicién mejoradora de la palatabilidad (CPP).
El limite inferior de dicho intervalo de cantidades de nucleétidos preferentemente es de aproximadamente 0,5% en
peso, todavia mas preferentemente de aproximadamente 1% en peso de la CPP. El limite superior de dicho intervalo
de cantidades de nucleotidos preferentemente es de aproximadamente 20% en peso, mas preferentemente de
aproximadamente 15% en peso, todavia méas preferentemente de aproximadamente 10% en peso, y todavia mas
preferentemente de aproximadamente 5% en peso de la CPP. Por ejemplo, la cantidad de nucledtidos puede
encontrarse comprendida entre aproximadamente 0,1% y aproximadamente 1% en peso de la CPP.
Preferentemente se encuentra comprendida entre aproximadamente 1% y aproximadamente 5% en peso de la CPP.

En el contexto de la presente invencidon se seleccionan nuclettidos de entre monofosfato de inosina (IMP),
monofosfato de guanosina (GMP), monofosfato de citidina (CMP) y combinaciones de los mismos. En particular, los
nucleétidos segun la invencion no comprenden monofosfato de adenosina (AMP) y monofosfato de uridina (UMP).

En particular, en el caso de que se encuentre presente IMP entre el nucle6tido o nucleétidos que se utilizan en
combinacién con el hidrolizado de proteinas, se encuentra presente en una cantidad comprendida entre
aproximadamente 0,1% y aproximadamente 25% en peso en dicha CPP. El limite inferior de dicho intervalo de
cantidades de IMP preferentemente es de aproximadamente 0,5% en peso, méas preferentemente de
aproximadamente 1% en peso. El limite superior de dicho intervalo de cantidades de IMP preferentemente es de
aproximadamente 20% en peso, mas preferentemente de aproximadamente 15% en peso, todavia mas
preferentemente de aproximadamente 10% en peso y todavia mas preferentemente de aproximadamente 5% en
peso. Por ejemplo, la cantidad de IMP puede estar comprendida entre aproximadamente 0,1% y aproximadamente
1% en peso. Preferentemente se encuentra comprendida entre aproximadamente 1% y aproximadamente 5% en
peso.

Mas en particular, en el caso de que se encuentre presente GMP entre el nucledtido o nucledtidos que se utilizan en
combinacién con el hidrolizado de proteinas, se encuentra presente en una cantidad comprendida entre
aproximadamente 0,1% y aproximadamente 25% en peso en dicha CPP. El limite inferior de dicho intervalo de
cantidades de GMP preferentemente es de aproximadamente 0,5% en peso, mas preferentemente de
aproximadamente 1% en peso. El limite superior de dicho intervalo de cantidades de GMP preferentemente es de
aproximadamente 20% en peso, mas preferentemente de aproximadamente 15% en peso, todavia mas
preferentemente de aproximadamente 10% en peso, y todavia mas preferentemente de aproximadamente 5% en
peso. Por ejemplo, la cantidad de GMP puede encontrarse comprendida entre aproximadamente 0,1% vy
aproximadamente 1% en peso. Preferentemente, se encuentra comprendida entre aproximadamente 1% vy
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aproximadamente 5% en peso.

Todavia en particular, en el caso de que se encuentre presente CMP entre el nucle6tido o nucledtidos que se utilizan
en combinacion con el hidrolizado de proteinas, se encuentra presente en una cantidad comprendida entre
aproximadamente 0,1% y aproximadamente 25% en peso en dicha CPP. El limite inferior de dicho intervalo de
cantidades de CMP preferentemente es de aproximadamente 0,5% en peso, mas preferentemente de
aproximadamente 1% en peso. El limite superior de dicho intervalo de cantidades de CMP preferentemente es de
aproximadamente 20% en peso, mas preferentemente de aproximadamente 15% en peso, todavia mas
preferentemente de aproximadamente 10% en peso y todavia mas preferentemente de aproximadamente 5% en
peso. Por ejemplo, la cantidad de CMP puede estar comprendida entre aproximadamente 0,1% y aproximadamente
1% en peso. Preferentemente se encuentra comprendida entre aproximadamente 1% y aproximadamente 5% en
peso.

Todavia en particular, en el caso de que se encuentren presentes GMP e IMP entre el nucleétido o nucleétidos que
se utilizan en combinacion con el hidrolizado de proteinas, la cantidad total de GMP+IMP se encuentra comprendida
entre aproximadamente 0,1% y aproximadamente 25% en peso en dicha CPP. El limite inferior de dicho intervalo de
cantidades preferentemente es de aproximadamente 0,5% en peso, mas preferentemente de aproximadamente 1%
en peso. El limite superior de dicho intervalo de cantidades preferentemente es de aproximadamente 20% en peso,
mas preferentemente de aproximadamente 15% en peso, todavia mas preferentemente de aproximadamente 10%
en peso y todavia mas preferentemente de aproximadamente 5% en peso. Por ejemplo, la cantidad de GMP+IMP
puede encontrarse comprendida entre aproximadamente 0,1% y aproximadamente 1% en peso. Preferentemente se
encuentra comprendida entre aproximadamente 1% y aproximadamente 5% en peso.

En algunas formas de realizacion, dicho nucleétido o nucleétidos contenidos en la CMP son naturalmente
proporcionados con dicho hidrolizado de proteinas. Lo anterior implica que el procedimiento de la presente invencion
utiliza un hidrolizado de proteinas que es naturalmente rico en nucleétidos. Por ejemplo, dicho hidrolizado de
proteinas puede seleccionarse de entre hidrolizados de krill, camarones, calamares, sardinas y atan.

En formas de realizacion alternativas, se afiaden dicho nucleétido o nucledétidos a dicho hidrolizado de proteinas.

En particular, dicho procedimiento segin la invencién no esta destinado a producir productos de reaccion de Maillard
o a la realizacion de reacciones de Maillard. Es conocido que las reacciones de Maillard reducen la calidad
nutricional de los alimentos piscicolas mediante la destruccion de aminoéacidos esenciales, reduciendo la
digestibilidad, finalmente mediante la produccidon de componentes antinutricionales y/o toxicos (Friedman, 1989). Por
este motivo, podrian observarse menores ganancia de peso y eficiencia de alimentacion, asi como alteraciones del
metabolismo de las proteinas (Plakas et al., 1985).

En particular, dicho procedimiento se lleva a cabo en presencia de azlcares reductores en una cantidad inferior a
5%, particularmente inferior a 3%, inferior a 2%, inferior a 1,5% en peso basado en el peso total de la composicién
mejoradora de la palatabilidad.

En particular, dicho procedimiento se lleva a cabo en presencia de azlcares reductores en la composicion
mejoradora de palatabilidad en una proporcion en peso de azlcares reductores a aminoacidos libres de entre 0,001
y 0,75, particularmente de entre 0,008 y 0,5 y mas particularmente de entre 0,01 y 0,25, y todavia mas
particularmente de entre 0,015y 0,18.

La CMP puede contener ingredientes adicionales de la composicion mejoradora de la palatabilidad tal como se ha
definido anteriormente. Por ejemplo, dichos ingredientes se seleccionan de entre derivados de aminoacidos (tales
como taurina y betaina), acidos organicos (por ejemplo &cido lactico, acido malico y &cido férmico), grasas
(incluyendo &cido butirico), aromas, hormonas, etc.

Preferentemente, la CMP se aplica a granulos de alimento para peces carnivoros mediante inclusion o mediante
recubrimiento. En particular, en el caso de que se aplique la CMP mediante recubrimiento, los granulos de alimento
para peces carnivoros se recubren con una cantidad de dicha CMP de entre aproximadamente 0,1% vy
aproximadamente 20% en peso. Resulta interesante que un procedimiento para preparar granulos de alimento
piscicola recubierto que presenta una palatabilidad estandarizada utilizando un coeficiente de mejora (Kp) se
describe en la solicitud de patente europea presentada el 8 de noviembre de 2011 con el n® EP11306453.9.

Preferentemente, dicha cantidad de CMP es de entre aproximadamente 0,3% y aproximadamente 15% en peso.

Mas preferentemente, dicha cantidad es de entre aproximadamente 0,3% y aproximadamente 10% en peso.
Todavia mas preferentemente, dicha cantidad es de entre aproximadamente 0,3% y aproximadamente 5% en peso.
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En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para mejorar la palatabilidad de los granulos de
alimento para peces carnivoros, que comprende:

a) afadir a dichos granulos de alimento piscicola una CMP que comprende:
- un hidrolizado de proteinas con un GH de entre 14,5% y 100%, en combinacién con:
- uno o mas nucledtidos, y

- opcionalmente, en presencia de uno o mas ingredientes adicionales de la composicién mejoradora de la
palatabilidad.

Todos los requisitos, asi como todas las formas de realizacion preferidas, ventajosas o particulares indicadas
anteriormente en relacion al procedimiento de preparacion de granulos de alimento para peces carnivoros que
presentan una palatabilidad mejorada segun el primer aspecto de la presente invencion se aplican también al
segundo aspecto de la invencion referente a un procedimiento para mejorar la palatabilidad de los granulos de
alimento para peces carnivoros.

Todavia otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para mejorar la palatabilidad de
granulos de alimento para peces carnivoros que contienen un hidrolizado de proteinas, que comprende:

a) afadir uno 0 mas nucledtidos de entre monofosfato de inosina (IMP), monofosfato de guanosina (GMP),
monofosfato de citidina (CMP) y combinaciones de los mismos a dichos granulos de alimento piscicola que
contienen dicho hidrolizado de proteinas, en los que dicho hidrolizado de proteinas presenta un GH de entre
14,5% y 1005.

Dicho hidrolizado de proteinas contiene por lo menos 17 aminoacidos libres diferentes; en particular, dichos
aminoécidos son aminoacidos naturales.

Mas particularmente, dicho hidrolizado de proteinas contiene 17 aminoacidos naturales libres diferentes.

Dicho hidrolizado de proteinas puede contener por lo menos 14,5%, por lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo
menos 29%, por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo
menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, particularmente 100% de
aminoacidos libres respecto a la cantidad total de aminoacidos de dicho hidrolizado de proteinas.

En particular, dicho hidrolizado de proteinas presenta una digestibilidad in vitro, determinada segiin M150 (Boisen,
1991) de por lo menos 90%, mas particularmente de por lo menos 92%, de por lo menos 94%, de por lo menos 96%
y mas particularmente de por lo menos 98% de nitrégeno.

En la presente invencion, los nuclettidos seleccionados de entre monofosfato de inosina (IMP), monofosfato de
guanosina (CMP), monofosfato de citidina (CMP) y combinaciones de los mismos se afiaden a granulos de alimento
para peces carnivoros que ya contienen un hidrolizado de proteinas.

En particular, los granulos de alimento para peces carnivoros pueden contener el hidrolizado de proteinas mediante
inclusién o mediante recubrimiento. En otras palabras, el hidrolizado de proteinas se incluye en los granulos de
alimento para peces carnivoros o los granulos se recubren con el hidrolizado de proteinas.

Todavia en particular, los nucleétidos pueden afiadirse a los granulos de alimento para peces carnivoros mediante
inclusién o mediante recubrimiento. En otras palabras, los nucleétidos se incluyen en los granulos de alimento para
peces carnivoros o los granulos se recubren con los nucleétidos.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un procedimiento para mejorar el efecto de palatabilidad
de un hidrolizado de proteinas que debe afadirse a los granulos de alimento para peces carnivoros, que comprende:

a) combinar dicho hidrolizado de proteinas con uno o mas nucleétidos seleccionados de entre monofosfato de
inosina (IMP), monofosfato de guanosina (GMP), monofosfato de citidina (CMP) y combinaciones de los mismos, en
el que dicho hidrolizado de proteinas presenta un GH de entre 14,5% y 100%.

Dicho hidrolizado de proteinas contiene por lo menos 17 aminoacidos libres diferentes; en particular, dichos
aminoécidos son aminoacidos naturales.

Mas particularmente, dicho hidrolizado de proteinas contiene 17 aminoacidos naturales libres diferentes.

Dicho hidrolizado de proteinas puede contener por lo menos 14,5%, por lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo
menos 29%, por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo
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menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, en particular 100% de
aminoacidos libres respecto a la cantidad total de aminoacidos de dicho hidrolizado de proteinas.

En particular, dicho hidrolizado de proteinas presenta una digestibilidad in vitro, determinada segiin M150 (Boisen,
1991) de por lo menos 90%, mas particularmente de por lo menos 92%, de por lo menos 94%, de por lo menos 96%
y mas particularmente de por lo menos 98% de nitr6geno.

Dicho hidrolizado de proteinas puede combinarse con dichos nucleétidos antes de la adiciéon a granulos de alimento
para peces carnivoros. En este caso, la combinacién del hidrolizado de proteinas y de nucleétidos se afiade a
granulos de alimento para peces carnivoros mediante inclusion o mediante recubrimiento. De esta manera, el
hidrolizado de proteinas y los nucledtidos se afiaden a los granulos de alimento para peces carnivoros
concomitantemente.

Alternativamente, dicho hidrolizado de proteinas y dichos nucleétidos pueden combinarse in situ mediante la adicion
secuencial a dichos granulos de alimento para peces carnivoros. Una "adicion secuencial” comprende una adicion
del hidrolizado de proteinas seguido de la adicién de los nucledtidos, o una adicion de los nucledtidos seguido de
una adicion del hidrolizado de proteinas. Puede afiadirse cada uno de entre el hidrolizado de proteinas y los
nucleétidos a dichos granulos de alimento para peces carnivoros mediante inclusion o mediante recubrimiento.

Ventajosamente, el contenido de tanto hidrolizado de proteinas como nucleétidos de los granulos obtenidos tras la
adicién secuencial de dicho hidrolizado de proteinas y dichos nucleétidos es similar al de los granulos obtenidos al
utilizar concomitantemente el hidrolizado de proteinas y los nucleétidos.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento para alimentar peces carnivoros, que
comprende:

a) alimentar peces carnivoros con granulos de alimento para peces carnivoros, en el que dichos granulos
comprenden un hidrolizado de proteinas en combinacién con uno o méas nuclettidos seleccionados de entre
monofosfato de inosina (IMP), monofosfato de guanosina (GMP), monofosfato de citidina (CMP) y
combinaciones de los mismos, en el que dicho hidrolizado de proteinas presenta un GH de entre 14,5% y
100%.

Dicho hidrolizado de proteinas contiene por lo menos 17 aminoacidos libres diferentes; en particular, dichos
aminoécidos son aminoacidos naturales.

Mas particularmente, dicho hidrolizado de proteinas contiene 17 aminoacidos naturales libres diferentes.

Dicho hidrolizado de proteinas puede contener por lo menos 14,5%, por lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo

menos 29%, por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo

menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, en particular 100% de

aminoacidos libres respecto a la cantidad total de aminoacidos de dicho hidrolizado de proteinas.

En particular, dicho hidrolizado de proteinas presenta una digestibilidad in vitro, determinada segiin M150 (Boisen,

1991) de por lo menos 90%, mas particularmente de por lo menos 92%, de por lo menos 94%, de por lo menos 96%

y mas particularmente de por lo menos 98% de nitr6geno.

Se da a conocer en la presente memoria una CMP para la adicién a granulos de alimento piscicola, que comprende:
- un hidrolizado de proteinas con un GH de entre 14,5% y 100%, en combinacién con:

- uno o mas nucledtidos, y

- opcionalmente, en presencia de uno 0o mas ingredientes adicionales de la composicion mejoradora de
palatabilidad.

Todas las caracteristicas preferidas, ventajosas o particulares indicadas anteriormente en relacién al procedimiento
de preparacion de granulos de alimento piscicola que presenta una palatabilidad mejorada segun el primer aspecto
de la presente invencion también resultan de aplicacion a la CMP dada a conocer en la presente memoria.

Dicha CMP puede ser liquida o seca.

Dicha CMP puede afiadirse a granulos de alimento para peces mediante inclusion o mediante recubrimiento.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a la utilizacion de uno o mas nucleétidos seleccionados de

entre monofosfato de inosina (IMP), monofosfato de guanosina (GMP), monofosfato de citidina (CMP) y
combinaciones de los mismos, para mejorar el efecto de palatabilidad de un hidrolizado de proteinas contenido en
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granulos de alimento para peces carnivoros, en el que dicho hidrolizado de proteinas presenta un GH de entre
14,5% y 100%.

Dicho hidrolizado de proteinas contiene por lo menos 17 aminoacidos libres diferentes; en particular, dichos
aminoécidos son aminoacidos naturales.

Mas particularmente, dicho hidrolizado de proteinas contiene 17 aminoacidos naturales libres diferentes.

Dicho hidrolizado de proteinas puede contener por lo menos 14,5%, por lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo
menos 29%, por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo
menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, en particular 100% de
aminoacidos libres respecto a la cantidad total de aminoacidos de dicho hidrolizado de proteinas.

En particular, dicho hidrolizado de proteinas presenta una digestibilidad in vitro, determinada segiin M150 (Boisen,
1991) de por lo menos 90%, mas particularmente de por lo menos 92%, de por lo menos 94%, de por lo menos 96%
y mas particularmente de por lo menos 98% de nitr6geno.

En particular, dichos granulos de alimento para peces carnivoros contienen dicho hidrolizado de proteinas mediante
inclusion o mediante recubrimiento.

Todavia en particular, los nucleétidos se utilizan mediante inclusién en dichos granulos de alimento para peces
carnivoros o mediante recubrimiento de dichos granulos de alimento para peces carnivoros.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a la utilizacién de uno o méas nucledtidos seleccionados de
entre monofosfato de inosina (IMP), monofosfato de guanosina (GMP), monofosfato de citidina (CMP) y
combinaciones de los mismos, para la mejora del efecto de palatabilidad de un hidrolizado de proteinas contenido en
una CMP destinada a la adicion a granulos de alimento para peces carnivoros, en el que dicho hidrolizado de
proteinas presenta un GH de entre 14,5% y 100%.

Dicho hidrolizado de proteinas contiene por lo menos 17 aminoacidos libres diferentes; en particular dichos
aminoécidos son aminoacidos naturales.

Mas particularmente, dicho hidrolizado de proteinas contiene 17 aminoacidos naturales libres diferentes.

Dicho hidrolizado de proteinas puede contener por lo menos 14,5%, por lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo
menos 29%, por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo
menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, en particular 100% de
aminoacidos libres respecto a la cantidad total de aminoacidos de dicho hidrolizado de proteinas.

En particular, dicho hidrolizado de proteinas presenta una digestibilidad in vitro, determinada segiin M150 (Boisen,
1991) de por lo menos 90%, mas particularmente de por lo menos 92%, de por lo menos 94%, de por lo menos 96%
y mas particularmente de por lo menos 98% de nitr6geno.

Preferentemente, dicha CMP presenta un GH de entre 14,5% y 100%.

Preferentemente, el valor o valores de GH del hidrolizado de proteinas y/o de la CMP es de entre aproximadamente
20% y 100%, mas preferentemente de entre aproximadamente 30% y 100%, y todavia mas preferentemente de
entre aproximadamente 40% y 100%. El valor del GH del hidrolizado de proteinas puede ser igual o diferente del GH
de la CMP resultante, aunque ambos valores de GH se encuentran comprendidos en los intervalos indicados
anteriormente.

Dicha CMP puede afiadirse a granulos de alimento para peces carnivoros mediante inclusion o mediante
recubrimiento.

Se da a conocer en la presente memoria un kit para mejorar la palatabilidad de granulos de alimento piscicola, que
comprende, en uno 0 Mas recipientes en un Unico envase:

a) uno o mas hidrolizados de proteinas que presentan un GH de entre 14,5% y 100%,
b) uno o mas nucledtidos, y
c) opcionalmente, uno o mas ingredientes adicionales de la composicion mejoradora de la palatabilidad.
Dicho hidrolizado de proteinas puede contener por lo menos 10, particularmente por lo menos 11, por lo menos 12,

por lo menos 13, por lo menos 14, por lo menos 15, por lo menos 16 y mas particularmente por lo menos 17
aminoacidos libres diferentes; en particular, dichos aminoacidos son aminoacidos naturales.
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Mas particularmente, dicho hidrolizado de proteinas contiene 17 aminoacidos naturales libres diferentes.

Dicho hidrolizado de proteinas puede contener por lo menos 14,5%, por lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo
menos 29%, por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo
menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, particularmente 100% de
aminoacidos libres respecto a la cantidad total de aminoacidos de dicho hidrolizado de proteinas.

En particular, dicho hidrolizado de proteinas presenta una digestibilidad in vitro determinada segin M150 (Boisen,
1991) de por lo menos 90%, mas particularmente de por lo menos 92%, de por lo menos 94%, de por lo menos 96%
y mas particularmente de por lo menos 98% de nitr6geno.

Ventajosamente, dicho kit comprende ademas medios para comunicar informacion o instrucciones al usuario para el
uso apropiado de los componentes del kit.

Un alimento piscicola deseable para la utilizacion en acuicultura conducird a un SGR elevado y a un FCR bajo. Con
este fin, el alimento piscicola tipicamente comprende uno o mas de entre:

- fuentes de proteinas, carbohidratos y lipidos [por ejemplo harina de pescado, aceite de pescado, harina animal
(por ejemplo harina de sangre, harina de plumas, harina de ave y/o otros tipos de harina producidos a partir de otros
residuos de matadero), grasas animales (por ejemplo aceite de ave), harina vegetal (por ejemplo harina de soja,
harina de altramuz, harina de guisante, harina de judia, harina de colza, harina de girasol), aceite vegetal (por
ejemplo aceite de semilla de colza, aceite de soja), gluten (por ejemplo gluten del trigo y gluten del maiz) y
aminoacidos afiadidos (por ejemplo lisina y metionina)], y/o

premezcla de vitaminas, y/o

- premezcla de minerales, y/o

- fuentes de fosforo (por ejemplo fosfato de monocalcio y fosfato de dicalcio), y/o
- pigmentos (por ejemplo cantaxantina y astaxantina).

Los granulos de alimento piscicola se obtienen cominmente mediante un procedimiento de coccidn por extrusion.
La coccién por extrusion de material que contiene almidén provoca que los granulos de almidén se hinchen de
manera que el almidén cristalino en los granulos se libera y puede desplegarse. Lo anterior se denomina
gelatinizacion del almidon. Las moléculas de almidon formaran una red que contribuye a ligar el extrudido. En
particular en el alimento para peces carnivoros, se afladen materias primas que contienen almidén debido a su
capacidad de unién en el alimento piscicola final. La presa natural para los peces carnivoros no contiene almidén.
De esta manera, los peces carnivoros presentan cantidades reducidas de enzimas capaces de modificar el almidon
en azucar digerible. La coccion del almidén lo convierte en mas digestible. Lo anterior se debe en parte a que el
almidén ya no se encuentra en una forma cristalina en bruto, y en parte porque el procedimiento de coccidn inicia
una descomposicion del almidon en unidades sacaridas mas pequefias, las cuales resultan mas faciles de digerir.
Otro efecto de la coccion por extrusion sobre la mezcla de proteinas, carbohidratos y grasas es que estos formaran
complejos y uniones, posiblemente presentando ambos efectos positivos sobre la digestibilidad de la mezcla. Un
efecto adicional de la coccion por extrusion es que el extrudido se convierte en poroso. Ello se debe a la caida de
presién y a la caida de temperatura en la abertura de la matriz. El agua en el extrudido se expande inmediatamente
y se libera en forma de vapor, dejando una estructura porosa en el extrudido. Esta estructura porosa puede llenarse
con aceite en una etapa posterior del procedimiento. Un alimento extrudido tipicamente contiene entre 18% y 30%
de agua tras la extrusion. Tras la extrusion, dicho alimento habitualmente se somete a una etapa de secado vy,
ventajosamente, una etapa a continuacién de recubrimiento con aceite. El producto final generalmente contiene
aproximadamente 10% de agua o menos y, de esta manera, presentara una vida Util prolongada ya que la actividad
acuosa es muy baja en dichos alimentos, se evita el crecimientos de hongos y mohos y también porque se evita la
degradacién bacteriana. En particular, antes o después del recubrimiento con hielo se enfria el alimento y puede
envasarse.

Los Ejemplos a continuacion ilustran algunas formas de realizacion y ventajas de la presente invencion.
Ejemplos

|. Materiales y métodos

1.1. Especies de peces

A titulo ilustrativo de la presente invencidn, se selecciono la lubina (Dicentrarchus labrax) como especie modelo de
peces carnivoros con una elevado exigencia de palatabilidad del alimento (Altan et al., 2011).

Para la aplicacién a otras especies, se seleccioné tilapia (Oreochromis niloticus) como modelo apropiado de
especies omnivoras (Gonzalez-Félix et al., 2009).
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1.2. Composicién y preparacion del alimento

Se formulé un alimento experimental libre de harina de pescado (HP), en adelante denominado alimento de base
vegetal o BV (Tabla 1, posteriormente). Este tipo de férmula aparentemente presenta un muy baja palatabilidad para
los peces carnivoros y omnivoros y, de esta manera, se considera un buen control negativo para el cribado de MP
debido a su neutralidad respecto al olfato y el gusto.

El alimento formulado cumplia los requisitos nutricionales tedricos de la lubina y la tilapia, a excepcion de la
palatabilidad. La composicién nutricional del alimento era la siguiente: proteina en bruto: 45%; grasas en bruto: 16%;
cenizas: 7%; energia en bruto: 4.950 Kcal/kg. Tamafio de los granulos: 2 mm.

Tabla 1. Composicién del alimento de base vegetal utilizado en los ensayos

Materias primas e ingredientes Alimento de base vegetal (BV)
Mezcla de harinas vegetales 80,07
DL-metionina 0,69
Lisina-HCI 1,78
Arginina-HClI 0,00
Fosfato monosodico 2,62
Aceite de pescado 12,55

Premezcla (vitaminas, minerales, antioxidantes, etc.)

1.3. Ensayos con peces

Para la lubina, los ensayos se llevaron a cabo en las instalaciones de flujo experimental del IFREMER (Centre de
Brest, Francia). Se filtr6 agua marina (salinidad: 35 g/l) (filtro de arena de alta presion) y se termorregulo
(temperatura del agua: 20 + 1°C). Se criaron grupos por triplicado de 40 lubinas (D. labrax), cada uno con un peso
corporal medio inicial de entre 5,0 y 20,0 g (dependiendo del ensayo) en tanques de 80 | de capacidad (caudal: 3
I/min., fotoperiodo: 12 h de luz/12 h de oscuridad). Se asignaron tres tanques aleatoriamente a cada alimento.

Los alimentos se distribuyeron en exceso a los peces durante 15 dias con un alimentador automatico (Arvotech,
Finlandia), 10 distribuciones de alimento al dia. El alimento no ingerido se recogié cada dia utilizando recolectores
de residuos de alimento fabricados por los propios inventores, se agrup6 y se conservé bajo congelaciéon hasta el
final del ensayo. Al final, el alimento no ingerido congelado se sec6 mediante evaporacion y se peso.

Para las tilapias, el ensayo se llevo a cabo en las instalaciones experimentales de Aqua-Erf (Bélgica) en un sistema
de recirculacién de agua dulce. Se criaron grupos por triplicado de 30 tilapias, presentando cada uno un peso
corporal medio inicial de 21,7 g, en un tanque de fibra de 100 | (caudal: 3 I/min.; fotoperiodo: 12 h de luz/12 h de
oscuridad). Se asignaron tres tanques aleatoriamente a cada alimento.

Se distribuyd alimento en exceso a los peces durante 105 dias utilizando alimentadores de cinta automaticos. Se
recogio el alimento no ingerido cada dia utilizando recolectores de residuos de alimento fabricados por los propios
inventores, se agrup0 y se conservo congelado hasta el final del ensayo. Al final, el alimento no ingerido congelado
se secO mediante evaporacion y se peso.

En ambos ensayos se contaron los peces y se pesaron al inicio y al final del ensayo. Antes de las pesadas los peces
fueron sometidos a ayuno durante 24 h.

Se comprobé diariamente la supervivencia de los peces. Los peces muertos fueron contados y pesados.

Durante el periodo de ensayo se calcularon los parametros zootécnicos siguientes: tasa de crecimiento especifico
(TCE), proporcion de alimento consumido (Ac) y de conversion de alimento (PCA).

Solo se informa en la presente memoria de los resultados de TCE, estando la tasa de crecimiento de los peces
altamente correlacionada con la proporcion de alimento consumido y de conversion de alimento, directamente
influidos por la palatabilidad del alimento.

Todos los datos se analizaron mediante andlisis de la varianza univariante (ANOVA), seguido de pruebas de Fisher.
Las diferencias se consideraron significativas cuando P<0,05.

1.4. Aplicacion de los MP

1.4.1. procedimiento de preparacion de los MP

Se prepararon MP (por ejemplo mezcla de aminoacidos libres y mezcla de nucleétidos e hidrolizados) utilizando los
métodos clasicos de mezcla de laboratorio para liquidos y polvos, que resultaran evidentes para el experto en la
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materia.

1.4.2. Procedimiento para la aplicaciéon de los MP

Todos los MP evaluados en los ensayos de los que se informa en la presente memoria se aplicaron mediante
recubrimiento de capa externa al 2%. El recubrimiento de capa externa (o recubrimiento) se llevé a cabo en un
mezclador Forberg 2 kg (Forberg International, Larvik, Noruega) a una velocidad de aproximadamente 50 rpm. En
primer lugar se aplicé aceite de pescado a un nivel de 1% (duracién de la aplicacion: aproximadamente 30 s). A
continuacién, el MP seco se espolvoreé (PP en polvo) o se pulverizé (PP liquido) durante aproximadamente 60 s
bajo agitacion y después el mezclador se mantuvo activado durante aproximadamente 60 s para la retencion.

1.5. Procedimiento de medicién del GH (método OPA descrito en Nielsen et al., 2001)

Todas las mediciones de GH se llevaron a cabo utilizando el procedimiento OPA detallado posteriormente en la
presente memoria.

En hidrolizados de proteinas, el parametro clave para el seguimiento de la reaccion es el grado de hidrolisis (GH).
Se define GH como el porcentaje de enlaces peptidicos cortados:

G H:h/htot x 100%

en donde hyt €s el nimero total de enlaces peptidicos por equivalente de proteina y h es el nimero de enlaces
hidrolizados. h se expresa en equivalentes de serina-NH,, ya que la serina muestra una respuesta proxima a la
media de todos los aminoacidos segun la férmula:

h=(serina-NH2-B)/a meqg/g de proteina

La mayoria de proteinas de los alimentos presentan un valor medio de 125 g/mol de peso molecular de aminoéacido,
que proporciona un hy=8, pueden adaptarse al valor de 7,6 para carne y de 8,6 para pescado. Los valores de ay 8
se fijaron en 1,00 y 0,40 para carne y pescado, respectivamente.

1.5.1. Principio

Cada enlace peptidico hidrolizado condujo a un grupo amino libre. Dichos grupos amino reaccionan con OPA
formando un complejo amarillo que seguidamente se medira espectrofotométricamente a 340 nm. La densidad
Optica es una funcion de los datos del complejo.

El procedimiento consiste en la medicion del valor h, seguido del valor de equivalentes de serina del hidrolizado y la
comparacion del complejo de color formando en los hidrolizados informados con el nivel de complejo formado en un
estandar de serina (con la correccion de un blanco).

1.5.2. Aparato

Matraces Erlenmeyer, balanza analitica de 4 decimales. Pipetas: adaptadas al volumen. Agitador magnético, vortex,
espectrofotometro a 340 nm.

1.5.3. Reactivos

Se prepard el reactivo OPA de la manera siguiente, en un matraz de 200 ml: se disolvieron 7,620 g de decahidrato
de di-Na-tetraborato y 200 mg de dodecilsulfato sédico (SDS) en 150 ml de agua desionizada. Los reactivos deben
disolverse por completo antes de continuar. Se disolvieron 160 mg de OPA al 97% en 4 ml de etanol. A
continuacion, la solucion de OPA se transfiridé cuantitativamente a la soluciéon anteriormente indicada mediante
enjuague con agua desionizada. Se afadieron 176 mg de ditiotreitol al 99% (DTT) a la solucién mediante enjuague
con agua desionizada. La solucion se enras6 a 200 ml con agua desionizada.

Se preparo6 el estdndar de serina mediante la disolucion de 50 mg de serina en 500 ml de agua desionizada (0,9516
meqv/l).

La solucién de muestra se preparé mediante la disolucion de 200 mg en 100 ml de agua desionizada.

1.5.4. Mediciones

Se introdujeron 3 ml de OPA en cada uno de los 6 tubos de microespectrometria. A continuacion, se afiadieron 400
pl de agua (blanco), se afiadio estandar de serina 0 muestra y se realizaron las mediciones en ambos +2 minutos

tiempo de reaccion. Para cada muestra, se realizé una medicién de un blanco, después 2 mediciones de estandar,
seguido de 3 mediciones de muestra.
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Se realizaron ensayos a 20°C.
Las lecturas de absorbancia tipicas para los estandares y blancos de agua fueron de 0,8 y 0,07, respectivamente.

1.5.5. Determinaciéon de h y GH

Serina-NH2=(DOmuyestra = DOblanco/DOestandar = DOplanco) X 0,9516 meqv/l x 0,1 x 100/ X x P

en la que serina-NH,=meqv serina NH,/g de proteina; X=g de muestra; P=% de proteina en muestra; 0,1 era el
volumen de muestra, en litros (I).

h es: h=(serina-NH-) / a meqv/g de proteina, en la que ay 3 se proporcionan anteriormente.
Célculo del GH: GH= h /hiot x 100%.
Il. Resultados

2.1. Los hidrolizados de proteinas mejoran |la palatabilidad al afiadirlos a granulos de alimento piscicola

2.1.1. a) El objetivo del primer ensayo fue evaluar el efecto de mejora de la palatabilidad de una mezcla de
aminoacidos libres como mejoradora de la palatabilidad de alimento para peces. La mezcla de aminoacidos libres se
produjo mediante hidrélisis acida de plumas, seguido de neutralizacidon con sosa caustica y contenia todos los
aminoacidos esenciales y no esenciales, excepto triptéfano (Tabla 2).

Tabla 2. Composicion de la mezcla de aminoéacidos libres

Aminoécidos g/100 g de producto

Lisina 1,00
Histidina 0,77
Arginina 3,76
Acido aspartico 4,02
Treonina 2,74
Serina 7,25
Acido glutamico 5,79
Prolina 6,03
Glicina 4.44
Alanina 2,70
Cistina 0,84
Valina 3,09
Metionina 0,29
Isoleucina 2,03
Leucina 3,76
Tirosina 0,61
Fenilalanina 2,87

(+ NaCl: csp 100 g)

Tal como se ilustra en la figura 1, al final del ensayo, la tasa de crecimiento de los peces se incrementd
significativamente mediante la aplicacion de la mezcla de 17 aminoéacidos libres mediante recubrimiento con una
capa externa.

b) EI objetivo del segundo ensayo fue comparar el efecto de mejora de la palatabilidad de una mezcla de seis
aminoacidos libres y derivados referenciados clasicamente en la literatura (Tabla 3; Mackie y Mitchell, 1982,
1983; Dias et al., 1997; Tiril et al., 2008) con la de una mezcla de los 17 aminoéacidos libres evaluados en el
primer ensayo informado anteriormente.

Tabla 3. Composicién de la mezcla de aminoécidos libres y derivados

Aminoécidos y derivados %

Prolina 20
Lisina 10
Histidina 10
Glicina 20
Taurina 30
Betaina 30
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Tal como se ilustra en la figura 2, la mezcla de 17 aminoacidos libres mostré resultados de mejora de la palatabilidad
significativamente superiores que la mezcla de aminoécidos libres y derivados referenciados en la literatura como
mejoradora de la palatabilidad de alimento.

c) Para completar el presente estudio, se llevd a cabo un ensayo complementario para evaluar el efecto de
complementacion de una mezcla de 17 aminoéacidos libres con otros aminoacidos y derivados (Tabla 4)
referenciados en la literatura (Mackie et al., 1980) como mejoradora de palatabilidad del alimento en peces.

Tabla 4. Composicién de la mezcla de 17 aminoécidos libres complementados con 4 aminoacidos y derivados

Aminoécidos y derivados /100 g de producto

Lisina 0,70
Histidina 0,54
Arginina 2,64
Acido aspartico 2,82
Treonina 1,91
Serina 5,07
Acido glutamico 4,05
Prolina 4,22
Glicina 3,11
Alanina 1,89
Cistina 0,59
Valina 2,16
Metionina 0,20
Isoleucina 1,42
Leucina 2,64
Tirosina 0,43
Fenilalanina 2,01
Taurina 3,50
Betaina 13,00
Glicina 5,00
Alanina 8,50

(+ NaCl: csp 100 g)

Tal como se ilustra en la figura 3, la adicion de glicina, betaina, taurina y alanina no increment6 la palatabilidad del
alimento al mezclar los 17 amino&cidos libres.

d) Los presentes resultados demostraron que la aplicacion mediante recubrimiento externo de una mezcla de 17
aminoacidos libres resulta eficiente para mejorar la palatabilidad del alimento a un nivel mas alto que los
aminoacidos clasicos y derivados ya identificados en la literatura como mejoradores de palatabilidad del
alimento.

Los presentes resultados tienden a demostrar que, mas que la naturaleza de los aminoéacidos o derivados, su estado
(libre 0 no) en la formulacién del MP es el controlador principal de la mejora de palatabilidad del alimento.

2.1.2. El objetivo del ensayo fue demostrar que algunos hidrolizados fabricados con diferentes origenes de materia
prima (tal como levadura, camarones, calamares) y que presentaban un grado diferente de hidrdlisis (Tabla 5) podia
incrementar la palatabilidad de un alimento de base vegetal, asi como la mezcla de aminoéacidos libres evaluada
anteriormente.

Tabla 5. Grado de hidrdlisis de los tres hidrolizados evaluados como mejoradores de la palatabilidad del alimento en
la lubina

Origen de materia prima del Nivel de aminoé&cidos libres (% respecto

Grado de hidrdlisis (%)

hidrolizado a la cantidad total de aminoacidos)
Levadura 61,1 48
Calamar 20,7 29
Camaroén 52,5 52

Tal como se ilustra en la figura 4, con independencia del origen y el grado de hidrdlisis, los tres hidrolizados
aplicados mediante recubrimiento de capa externa sobre el alimento de base vegetal resultdé en un incremento
significativo de la tasa de crecimiento. Estos resultados validan claramente que los hidrolizados que contienen
aminoacidos libres y péptidos pueden incrementar significativamente la palatabilidad del alimento al aplicarlos en
forma de recubrimiento externo.
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2.2. Los hidrolizados de proteinas en combinacién con nucleétidos conducen a un efecto incrementado de mejora de
la palatabilidad al afiadirlos a granulos de alimento piscicola

2.2.1. Con el fin de evaluar el rendimiento de una combinacion de hidrolizados de proteinas y nucleétidos, se mezclo
una mezcla comercial de IMP/GMP (50/50) en un hidrolizado de proteinas a diferentes dosis (0%, 1%, 2,5%, 5% y
10%) y el candidato a mejorador de palatabilidad resultante se aplicé a modo de recubrimiento externo sobre un
alimento de base vegetal.

Tal como se muestra en la figura 5, al final del ensayo, la aplicacion de un hidrolizado solo permitié incrementar
significativamente la palatabilidad del alimento de base vegetal. El efecto del hidrolizado sobre la palatabilidad del
alimento se incrementé significativamente mediante la adicion de los nuclet6tidos IMP/GMP 50/50, un nivel de
inclusién de IMP/GMP de 2,5% en el hidrolizado, proporcionando el mejor resultado.

El efecto de "refuerzo" de los nucletdtidos IMP/GMP (misma mezcla comercial de IMP/GMP 50/50 indicada
anteriormente) se confirmé al afiadir a un hidrolizado basado en atin a diferentes niveles (1%, 2% y 3% en el
hidrolizado) (figura 6).

En conclusion, la adiciéon de IMP/GMP a una fuente de proteinas hidrolizadas increment6 eficientemente la
palatabilidad del alimento piscicola. La dosis de 2,5% de IMP/GMP en el hidrolizado aparentemente result6 ser la
mas eficiente y, de esta manera, se consider6 para otros ensayos informados posteriormente en la presente
memoria.

2.2.2. Se llevaron a cabo diferentes ensayos para evaluar el efecto de mejora de la palatabilidad de los nucleétidos
(IMP/GMP 50/50) al mezclarlos en una proporcion de 2,5% con hidrolizados de diferente origen: una mezcla de 17
aminoacidos libres o un hidrolizado marino de diferentes especies: atun, tilapia y calamar (Tabla 6; figura 7a, b, c, d).

Tabla 6. Grado de hidrdlisis de los cuatro hidrolizados evaluados en combinacién con nucleétidos

Nivel de aminoécidos libres (% respecto

Origen de materia prima del hidrolizado  Grado de hidrdlisis (%) a la cantidad total de aminoacidos)

Mezcla de 17 aminoacidos libres 100 100
Hidrolizado de calamar 20,7 29
Hidrolizado de atun 53,0 55
Hidrolizado de tilapia 21,9 21

Tal como se muestra en la figura 7a a d, con independencia de la naturaleza de las materias primas utilizadas vy el
grado de hidrélisis de los hidrolizados, todas las combinaciones "hidrolizado + nucleétidos (IMP/GMP 50/50)"
incrementaron eficientemente de manera significativa la palatabilidad del alimento de base vegetal.

2.3. Una fuente de proteinas hidrolizadas resulta indispensable para obtener una mejora de la palatabilidad del
alimento al afiadir nucleétidos

El objetivo del presente ensayo fue evaluar el efecto de mejora de la palatabilidad de los nuclettidos (IMP/GMP
50/50) al afiadirlos mediante recubrimiento externo mezclados con una materia prima no hidrolizada (harina de
levadura) o una materia prima hidrolizada (hidrolizado de levadura) o una mezcla de ambas. El grado de hidrdlisis de
los diferentes productos se indica en la Tabla 7. El nivel de nucledtidos (IMP/GMP 50/50) en el mejorador de
palatabilidad era de 2,5% en todos los productos.

Tabla 7. Grado de hidrdlisis de los tres hidrolizados evaluados como MP

Nivel de aminoécidos libres (%

Producto Grado de hidrdlisis del MP (%) respecto a la cantidad total de
aminoacidos)
Harina de levadura/nucleétidos 7.8 5
Hidrolizado de levadura/nucleétidos 59,6 48

Hidrolizado de levadura/harina de

levadura/nucleétidos 336 26

Tal como se muestra en la figura 8, la complementacién con nucleétidos de una harina de levadura, con un nivel
bajo de hidrdlisis de las proteinas, no increment6 la palatabilidad del alimento. Por el contrario, la inclusion de un
hidrolizado en la féormula de MP, incrementd significativamente la palatabilidad del alimento piscicola al
complementarla con los nucleétidos IMP/GMP.

Estos resultados proporcionan evidencia de que la presencia de una fuente de proteinas hidrolizadas en una
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formulacion mejoradora de la palatabilidad resulta indispensable para obtener una mejora significativa del
crecimiento de los peces al afiadir los nucle6tidos IMP/GMP.

2.4. Importancia del grado de hidrdlisis de los hidrolizados de proteinas en la mejora del efecto de mejora de la
palatabilidad de los hidrolizados de proteinas en combinacién con nucleétidos al afadirlos a granulos de alimento

piscicola

Con el fin de definir el nivel minimo de hidrolisis necesario para obtener un incremento significativo de la
palatabilidad del alimento piscicola al mezclar 2,5% de nuclettidos (IMP/GMP) con un hidrolizado, se disefié un
ensayo con algunos hidrolizados, producidos a partir de las mismas materias primas y con un intervalo de grados de
hidrolisis de 8% a 100%, proporcionando un grado de hidrdlisis del MP final de entre 7,8% y 97,5% (figura 9).

Se produjo un incremento significativo de la palatabilidad del alimento, incrementando simultaneamente el grado de
hidrélisis del hidrolizado contenido en el MP.

Tal como se ilustra en la figura 9, dicha mejora significativa se registré a partir de un grado de hidrélisis de 14,5% en
la comparacion con el control negativo. De esta manera, dicho valor de grado de hidrdlisis se considera el minimo
requerido para conseguir un efecto de mejora de la palatabilidad de los nucleétidos al mezclarlos con un hidrolizado.

2.5. Impacto de la naturaleza de los nucleétidos sobre el efecto mejorado de mejora de la palatabilidad de los
hidrolizados de proteinas en combinacién con nucleétidos al afiadirlos a granulos de alimento piscicola

Los resultados de los que se informa anteriormente demostraron que una mezcla de IMP/GMP (50/50) incrementd
significativamente ("reforz6") el efecto de mejora de la palatabilidad de los MP, al combinarla con un hidrolizado que
presentaba un grado de hidrdlisis de por lo menos 14,5%.

Se llevaron a cabo ensayos complementarios para estudiar el efecto de IMP y GMP por si solos (figura 10a) y otras
fuentes de nuclettidos (AMP, UMP, CMP) (figura 10b), al mezclarlos con un hidrolizado de levadura, aplicando
seguidamente el MP obtenido de esta manera mediante recubrimiento externo sobre un alimento de base vegetal en
la lubina.

Los resultados ilustran en la figura 10a demostraron que la inclusion de IMP por si sola o una mezcla de IMP/GMP
mejoro significativamente la palatabilidad del alimento de base vegetal. Esta mejora resulté inferior con GMP pero no
significativamente diferente de la de otras fuentes de nucleottidos.

Los presentes resultados confirmaron que IMP y GMP proporcionan los mejores resultados al afiadirlos a un
hidrolizado. Ademas, el CMP permitié observar el mismo nivel de mejora de la palatabilidad que IMP y GMP (figura
10b).

La inclusion de UMP o AMP al hidrolizado no resultd eficiente para incrementar la palatabilidad del alimento en
comparacion la adicion del hidrolizado solo (figura 10b). Ademas, en combinacion con IMP, AMP no result en una
reduccion del efecto de "refuerzo” en comparaciéon con IMP solo, proporcionando evidencia de un efecto neutro de
AMP sobre la mejora de la palatabilidad por los hidrolizados (figura 10b).

En conclusion, IMP, GMP y CMP son los nucle6tidos preferentes para mejora ("reforzar”) el efecto de mejora de la
palatabilidad de los hidrolizados. Resulta interesante que dichos tres nucleétidos podrian combinarse de manera que
podria esperarse un efecto aditivo de mejora de la palatabilidad.

2.6. Las combinaciones de hidrolizados de proteinas y nucleétidos condujeron a un efecto mejorado de mejora de la
palatabilidad al afadirlas a granulos de alimento piscicola para especies omnivoras

Se consideraron dos combinaciones de hidrolizados de proteinas y nucleétidos (a diferentes niveles: 0,07% y 0,7%
de IMP/GMP) para evaluar sus rendimientos en un alimento de bajo contenido en harina de pescado formulado para
la especie omnivora tilapia (Oreochromis niloticus).

Tal como se demostr6 para la especie piscivora lubina, las combinaciones de hidrolizados de proteinas y nucleétidos
eficientemente mejoraron de manera significativa la palatabilidad del alimento d base vegetal para las tilapias
omnivoras (p<0,05) (figura 11). Sin embargo, la diferencia de rendimiento entre los dos alimentos fue menos
importante que para la lubina, subrayando la elevada tolerancia de la tilapia, que es omnivora, hacia la inclusién de
proporciones elevadas de materia vegetal en la dieta.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para preparar granulos de alimento para peces carnivoros que presenta una palatabilidad
mejorada, que comprende:

a) proporcionar una composicion mejoradora de la palatabilidad que comprende:

- un hidrolizado de proteina que presenta un grado de hidrdlisis (GH) desde 14,5 a 100% y que contiene
por lo menos 17 aminoacidos libres diferentes, combinado con:

- uno o mas nuclettidos seleccionados de entre monofosfato de inosina, monofosfato de guanosina,
monofosfato de citidina y combinaciones de los mismos, y

- opcionalmente, en presencia de uno o mas ingredientes de la composicion mejoradora de la palatabilidad
adicionales;

b) aplicar dicha composicion mejoradora de la palatabilidad a los granulos de alimento para peces carnivoros; y
c) recuperar dichos granulos de alimento para peces carnivoros que presentan una palatabilidad mejorada.
2. Procedimiento para mejorar la palatabilidad de granulos de alimento para peces carnivoros, que comprende:

a) aplicar a dichos granulos de alimento para peces carnivoros una composicion mejoradora de la palatabilidad
que comprende:

- un hidrolizado de proteina que presenta un grado de hidrélisis (GH) desde 14,5 a 100% y que contiene
por lo menos 17 aminoacidos libres diferentes, combinado con:

- uno o mas nuclettidos seleccionados de entre monofosfato de inosina, monofosfato de guanosina,
monofosfato de citidina y combinaciones de los mismos, y

- opcionalmente, en presencia de uno o mas ingredientes de la composicion mejoradora de la palatabilidad
adicionales.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicha composicion mejoradora de la palatabilidad presenta
un grado de hidrdlisis (GH) desde 14,5 a 100%.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dichos por lo menos 17 aminoacidos
libres diferentes son aminoéacidos naturales.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho hidrolizado de proteina se
encuentra presente en una cantidad desde 14,5 a 100% en peso en dicha composicion mejoradora de la
palatabilidad.

6. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dichos uno o mas nucleétidos se
encuentran presentes en una cantidad desde aproximadamente 0,1 a aproximadamente 25% en peso en dicha
composicion mejoradora de la palatabilidad.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha composicién mejoradora de la
palatabilidad se aplica a los granulos de alimento para peces carnivoros mediante inclusion o mediante
recubrimiento.

8. Procedimiento para mejorar la palatabilidad de granulos de alimento para peces carnivoros que contienen un
hidrolizado de proteina, que comprende:

a) aplicar uno o méas nucledtidos seleccionados de entre monofosfato de inosina, monofosfato de guanosina,
monofosfato de citidina y combinaciones de los mismos, a dichos granulos de alimento para peces carnivoros
que contienen dicho hidrolizado de proteina, en el que dicho hidrolizado de proteina presenta un grado de
hidrolisis (GH) desde 14,5 a 100% y contiene por lo menos 17 aminoacidos libres diferentes.

9. Procedimiento para mejorar el efecto de palatabilidad de un hidrolizado de proteina que debe aplicarse a unos
granulos de alimento para peces carnivoros, que comprende:

a) combinar dicho hidrolizado de proteina con uno o mas nucleétidos seleccionados de entre monofosfato de

inosina, monofosfato de guanosina, monofosfato de citidina y combinaciones de los mismos, en el que dicho
hidrolizado de proteina presenta un grado de hidrélisis (GH) desde 14,5 a 100% y contiene por lo menos 17
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aminoécidos libres diferentes.
10. Procedimiento para alimentar peces carnivoros, que comprende:

a) alimentar con granulos de alimento para peces carnivoros a peces carnivoros, en el que dichos granulos
comprenden un hidrolizado de proteina combinado con uno o mas nucleétidos seleccionados de entre
monofosfato de inosina, monofosfato de guanosina, monofosfato de citidina y combinaciones de los mismos,
en el que dicho hidrolizado de proteina presenta un grado de hidrdlisis (GH) desde 14,5 a 100% y contiene
por lo menos 17 aminoacidos libres diferentes.

11. Utilizacién de uno o mas nucledtidos seleccionados de entre monofosfato de inosina, monofosfato de guanosina,
monofosfato de citidina y combinaciones de los mismos, para mejorar el efecto de palatabilidad de un hidrolizado de
proteina contenido en granulos de alimento para peces carnivoros, en la que dicho hidrolizado de proteina presenta
un grado de hidrolisis (GH) desde 14,5 a 100% y contiene por lo menos 17 aminoacidos libres diferentes.

12. Utilizacién de uno o mas nucledtidos seleccionados de entre monofosfato de inosina, monofosfato de guanosina,
monofosfato de citidina y combinaciones de los mismos, para mejorar el efecto de palatabilidad de un hidrolizado de
proteina contenido en una composicion mejoradora de la palatabilidad de granulos de alimento para peces
carnivoros, en la que dicho hidrolizado de proteina presenta un grado de hidrdlisis (GH) desde 14,5 a 100% y
contiene por lo menos 17 aminoé&cidos libres diferentes.

13. Utilizacién segun la reivindicacion 12, en la que dicha composicion mejoradora de la palatabilidad presenta un
grado de hidrdlisis (GH) desde 14,5 a 100%.

14. Procedimiento para preparar una composicién mejoradora de la palatabilidad de granulos de alimento para peces
carnivoros, que comprende:

a) proporcionar uno o mas hidrolizados de proteina que presentan un grado de hidrolisis (GH) desde 14,5 a
100% y que contienen por lo menos 17 aminoacidos libres diferentes;

b) proporcionar uno o mas nucledtidos seleccionados de entre monofosfato de inosina, monofosfato de
guanosina, monofosfato de citidina y combinaciones de los mismos;

c) opcionalmente, proporcionar uno 0 mas ingredientes adicionales de la composicion mejoradora de la
palatabilidad de granulos de alimento para peces carnivoros;

d) combinar dichos uno o mas hidrolizados de proteina y dichos uno o méas nucleétidos y, opcionalmente, dichos
uno o mas ingredientes adicionales; y

e) obtener dicha composicion mejoradora de la palatabilidad de granulos de alimento para peces carnivoros.
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