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Abstract

L’applicazione pratica dei principi e delle pregani contenute nel Reg. CE 710/2009
all’'acquacoltura biologica richiede uno specificppeofondimento dal punto di vista tecnico-
scientifico. Le principali tematiche di rilevanzaadegica che richiedono un approfondimento, in
relazione allo sviluppo dell'acquacoltura biologicpossono essere sintetizzate come segue:
performance zootecniche; alimentazione dei pesgposta fisiologica integrata e benessere nei
pesci; impatto ambientale; qualita nutrizionalerganolettica. Il razionale € che, in condizioni di
densita piu elevata, le performance zootecnicheetdpero deteriorarsi perché I'energia globale é
veicolata verso i meccanismi endogeni di mitigaeidello stress.



Introduzione

L’applicazione pratica dei principi e delle pregeni contenute nel Reg. CE 710/2009
all’'acquacoltura biologica richiede uno specificppeofondimento dal punto di vista tecnico-
scientifico. Infatti, mentre sui diversi aspettilatévi all’acquacoltura convenzionale esiste una
copiosa letteratura scientifica, non esistono edfiti informazioni relative allimpatto
dell'applicazione di uno standard di produzioneldgjcca in termini di qualita del processo, oltre
che del prodotto.

Pertanto le principali tematiche di rilevanza stigida che richiedono un approfondimento, in
relazione allo sviluppo dell’acquacoltura biologipassono essere sintetizzate come segue.

1. Performance zootecnichdricostruire la risposta delle specie allevate won standard di
produzione biologico, tenendo conto delle comparfentdamentali del sistema: crescita, qualita,
redditivita, impatto.

2. Alimentazione dei pesci. Verificare la rispong@mlei mangimi biologici ai fabbisogni
nutrizionali delle diverse fasi del ciclo vitale.
3. Risposta fisiologica integrata e benessere nei peSescrivere le “risposte biologiche”

comportamentali e funzionali derivate dalla misteabudget energetico speso, nelle diverse fasi
del ciclo produttivo, in relazione a fattori quiidensita, la qualita dell’'ambiente di coltura,
I'alimentazione, etc.

4, Impatto ambientale Valutare la compatibilita con un agrosistema sasostenibile dei
livelli di concentrazione di nutrienti nei reflui dn allevamento biologico.
5. Qualita nutrizionale e organoletticaCaratterizzare le relazioni tra protocolli diesthmento

e gualita alimentare per 'uomo, mediante I'analisila composizione chimico-fisica e dietetico-
nutrizionale dei filetti del pesce allevato in r@gi biologico.

Valutazione delle prestazioni, della qualita debane in termini compositivi e sensoriali e della
gualita dellacqua di trote allevate a 2 densi €115 kg/m3)

Dopo un primo sopralluogo e una serie di contaiti an allevatore trentino ci si € spostati presso
un allevamento friulano dove si sta svolgendo lavay 'Azienda agricola Caio di proprieta del
dott. Pier Antonio Salvador di Porcia (PN).

La parte sperimentale del progetto Biolfish in coc®nsiste nel seguire due lotti di produzione
paralleli di trota iridea@ncorhynchus mykigsdalla fase di trotelle alla taglia commerciaesui si

sta somministrando, rispettivamente, un mangimevexazionale ed un mangime biologico con
ridotto contenuto in farine di pesce. Per entraimbtti saranno rispettate le prescrizioni del Reg.
710/2009, in particolare con una densita di allematm pari a 15 kg/mc, allo scopo di verificare
l'influenza sul risultato finale della diversa abmtazione, in assenza di altre possibili interfeeen
dovute ad altri fattori. Il mangime sara prodottbuh’azienda che ha gia iniziato, recentemente, la
produzione di mangimi biologici certificati sullase di standard volontari. Le prove sperimentali
sono in svolgimento in un’azienda che ha gia dedisavviare le procedure per la produzione
biologica. Il risultato finale della prova sara wtato in termini di: performance zootecniche,
alimentazione dei pesci, risposta fisiologica inétg e benessere nei pesci, impatto ambientale,
qualita nutrizionale, qualita organolettica.

In questa prima fase, come da programma, hannatopta UO ISPA/CNR di Torino, la UO
COISPA di Bari e la UO INRAN di Roma.

Metodologie

Il sig. Salvador ha messo a disposizione 4 vasehdefe piantina allegata in Fig. 1). Sono state
quindi realizzate 2 repliche per ogni trattamenferra adoperato un mangime Biologico della
Hendrix descritto nellimmagina sotto..



Pianificazione prova sperimentale:
4 vasche a terra (vedere planimetria allegata),
2 densita di allevamento: 10 e 15%gla ottenere alla fine della prova.

Sono state impiegate trotelle del peso medio didl30

Nel gruppo A (sulla piantina = vasca 1 + vascao®)osstati immessi circa 8500 kg di pesce (densita
iniziale = circa 10,2 k) e nel gruppo B (vasca 3 + vasca 4) circa 4508vemdo quindi una

densita iniziale di circa 7

Sulla base di un peso medio iniziale di circa 1&0vgni, nel gruppo A (vasca 1 + 2) abbiamo
65400 pesci; Nel gruppo B (vasca 3 +4): 34600.

Nella tabella 1 € riportata la tempistica previstehe potra subire variazioni sulla base degli
andamenti di crescita ottenuti; la tempistica éasfaotizzata sulla base degli accrescimeti otienut

in impianto con mangimi commerciali ad alto contengdi grasso.

Se si considera un accrescimento di 2 grammi ahgicsi dovrebbero ottenere delle densita finali
(dopo 120 giorni di allevamento) par a circa: grupgp= 30 kg/mc gruppo B = 20 kg/mc

Al fine di mantenere le densita prossime a quaranificato, si procedera con uno sfoltimento dei
pesci nel corso della prova, con la garanzia gebéessionalita dell’azienda.

Nel corso del primo campionamento (realizzato ainmoto della messa in vasca dei pesci = T0)
'Unita Operativa di Torino provvedera a:

- prelevare campioni di acqua in ingresso ed usigtie vasche per le analisi di azoto e
fosforo.

- prelevare il sangue secondo protocollo inviat\diaita di Bari per le valutazioni ematiche
- effettuare foto di 15 pesci per calcoli morfonet

- misurare peso totale, lunghezza totale

- campionamento di 15 pesci per misure: HSI, VRBIle

VSI, cioe 'indice Viscero Somatico € il rappotta peso dei visceri e peso totale;

HSI ossia I'indice Epato Somatico € il rapportofeso del fegato e peso totale

RIL € il rapporto tra lunghezza dell’'intestino, omata dal punto di inserzione dei ciechi piloreei,
il peso totale

Nella figura 2 é riportata la scheda tecnica datgirae biologico utilizzato, 'Emerald della
Hendrix. Si tratta di una mangime a basso tenaste@o (38%) con un tenore di grassi (26%)
inferiore a quelli dei mangimi convenzionali (30 un rapporto PD/ED inferiore a 2.

Parallelamente ai rilievi effettuati secondo il fpanllo del progetto, saranno effettuati i medesimi
rilievi anche su 2 vasche alimentate con mangiedizionale. La densita di allevamento in queste
vasche ci deve ancora essere comunicata.

Composizione chimico-nutrizionale di trotelle bagiche inizio sperimentazione.

Sono state prelevate 22 trotelle, TO della speriamone, e relativo mangime (Veronesi ( Ecoprime
3) presso I'’Azienda agricola Caio (PN).

Sui campioni di trota sono stati effettuati i riégwenti biometrici (lunghezza, peso, % visceri) e le
valutazioni chimico-nutrizionali :pH, umidita, pehe e ceneri valutati secondo i metodi AOAC
(1990). L'azoto non proteico € stato determinatpalprecipitazione delle proteine con acido
tricloroacetico al 20% (p/v). | lipidi totali sorstati estratti secondo il metodo di Bligh & Dyer
(1959) con le modifiche apportate da Kinsella e{¥77), usando terz-Butilidrochinone (TBHQ)



come agente antiossidante. | composti lipidici posaficabili (squalene, colesterolo, alfa-
tocoferolo ed all-trans retinolo) sono stati detiesati cromatograficamente previa saponificazione
in atmosfera di azoto. La strumentazione utilizzataun HPLC (Hewlett-Packard 1100 Series
Liquid Chromatography) dotato di un rivelatore desdi diodi, pompa quaternaria e sistema di
degassaggio dei solventi. La separazione cromdioga stata effettuata su colonna C18
Ultrasphere (5 micron, 25 cm x 4.6 mm) protettaida precolonna Ultrasphere ODS (4.6 mm x 4.5
cm, 5 micron, Beckman). | dati sono stati elabatatiSoftware Chemstation della Hewlett
Packard. La caratterizzazione della composizioraeidi grassi dei lipidi totali & effettuata
trasformando gli acidi grassi in metilesteri edlemzando questi mediante gas-cromatografia. E’
stato utilizzato un Gas Cromatografo (Hewlett Ragdl6890 Series) dotato di rivelatore a
ionizzazione di fiamma (FID) e di colonna cap#an silice (30 m x 0.25 mm, 0.20m ). Gli

acidi grassi determinati al FID sono identificat@nfermati alla Gas-Massa (Varian 3900/Saturn
2100T GC/MS) usando una colonna con maggiore pasakitivo (Crompack© CP-WAX 52 CB
60 m x 0.32 mm ID, 0.5/m film thickness) e standards puri di tutti gli Ama

Analisi istologiche

Campionamento e colorazioni

All'inzio ed alla fine della prova, cinqueei pesci per ciascun trattamento saranno sop@ess
dopo l'ultimo pasto mediante overdose di anestdfieaminobenzoic acid ethyl ester, MS 222; 100
mgL-1 Sigma).

Da questi saranno prelevati campioni di intestinfegato che verranno fissati in formalina 4%
tamponata (pH 7,2). Le vials con i campioni saramramtenuti a 4°C in attesa delle analisi. Dopo
una settimana, si fisseranno i pezzi in paraffseguendo le procedure istologiche standard.

Con il microtomo si taglieranno sezioni dello speesdi Sum e messe su vetrini da microscopio
per le successive colorazioni. | tessuti campiorsaianno colorati con il normale metodo
ematossilina-eosina di Mayer e saranno fatte paiosedi fegato; in particolare queste saranno
colorate con PAS, PAS diastase e Sudan Black. larazone PAS diastasi € necessaria per
discriminare le reazioni PAS positive, dovute atagdeno, dalle altre positivita PAS, come avviene
talvolta per la presenza di mucopolisaccaridi eggroteine. La colorazione Sudan permettera di
evidenziare la possibile presenza di sostanzad®roi



Figura 1. Pianta delle vasche utilizzate nella prda risorgiva che serve I'impianto € situata
all'altezza del vertice superiore destro delle hasc

gruppo B = 10 kg/mc gruppo A =15 kg mc
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Figura 2. scheda del mangime biologico usato pspdésimentazione.
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Risultati

Nelle tabelle 2, 3, 4 sono riportati i risultatiatvi alla emissione di azoto e fosforo e quelli
morfometrici. In particolare nella tabella 2 somportate le misure di azoto effettuate in ambienti
estremi per avere una prima approssimazione def&®ame in ambiente produttivo e non delle
semplici misure in ambienti confinati, sicuramepite precise, ma meno rappresentative della realta
produttiva. Le misure in questo caso sono state tain un apparato di tipo industriale piu efficace
per nunmero di analisi, ma meno preciso dal puntsth analitico.

| valori delle misure ottenuti nell'impianto friul@ non si sono discostate da quanto previsto con le
prime detrerminazioni e ovviamente i valori piti al riscontrano nelle vasche a maggior densita:
0,250 ppm contr 0.344ppm: con oscillazioni a seaat&lle ore del giorno tra un minimo di 0.169
ppm ed un massimo di 0,348 ppm per la bassa densitaminimo di 0,331 ppm ed un massimo di
0,356 ppm per la massima densita. Non appare istiquani dati I'effetto dell’alimentazione che
avviene alle 9:30 ed alle 14:30.

Per quanto riguarad il mangime che le trote harorsemato prima dell’avvio della prova, i una
prima fase era un mangime Veronesi (Ecoprime 8hivla seguente composizione chimica: U:
8%; PG: 44%; Oli: 24%; Cellulosa: 2%; Ceneri: 6.28entre in una seconda fase e stato
distribuisto un Ecoprime 4 avente un tenore protgitl basso (42%) ed un tenore lipidico piu
elevato (28%).

L’alimento sia commerciale sia biologico viene disiito 2 volte al giorno tranne il sabato e la
domenica (1 volta).

L’Unita INRAN ha gia provveduto ad effettuare umgaonamento di pesci e di mangime per
sottoporli ad analisi.

Sono stati campionati 6 esemplari per il contrdilo stato fisiologico dell'intestino e del fegato
con le consuete metodixhe istochimiche standard.

Sono state effettuate delle prove di rilevameradiametrico in remoto del nuoto in vasca dei
pesci. Al termine si & scelto il sistema acustice da risposte migliori.

Nel corso del primo campionamento sono stati pegledue tratti di intestino, prossimale e distale,
ed il fegato; i campioni sono stati immediatamentssi sotto formalina al 4% e tamponata a pH
7,2. | campioni sono stati inclusi in paraffina @ocati per verificare lo stato di salute iniziale.



Nella tabella 2, Misure di azoto effettuate in arpianto produttivo e in un laghetto di raccolta di
trote di un ittiogenico.

Piccolo impianto da 600 gli anno Laghetto

Alta densita con alto ricambio Bassa densitaltasso
ricambio

Ora del giorno Ora del giorno

0 0,173+0,049 0 0,175+0,147

1 0,161+0,047 1 0,267+0,511

2 0,162+0,001 2 0,162+0,143

3 0,15740,021 3 0,142+,0179

4 0,148%0,071 4 0,157+0,176

5 0,193+0,067 5 0,155+0,252

6 0,190+0,720 6 0,132+0,120

7 0,147+0,097 7 0,124+0,128

8 0,113+0,153 8 0,102+0,108

9 0,150+0,000 9 0,142+0,233

10 0,153+0,057 10 0,129+0,177

11 0,152+0,028 11 0,261+0,498

12 0,153+0,046 12 0,288+0,618

13 0,194+0,020 13 0,305+1,003

14 0,164+0,021 14 0,216+0,626

15 0,176+0,102 15 0,302+0,712

16 0,167+0,109 16 0,155+0,199

17 0,170+0,244 17 0,179+0,398

18 0,185+0,301 18 0,183+0,284

19 0,159+0,107 19 0,314+0,859

20 0,166+0,070 20 0,317+0,804

21 0,173+0,038 21 0,130+0,131

22 0,189+0,079 22 0,213+0,440

23 0,178+0,008 23 0,168+0,224

Le media complessivo danno per I'impianto 0.197&68.@& per il laghetto 0.166+0.018. | valori

SONo espressi in ppm



Tabella 3.Escrezione di azoto e fosforo nella sorgentecesalarico delle vasche sperimentali

Azoto
Sorgente Vasca 1 Vasca 2
Ora

8.30 0,169+0,042 0,339+0,004
9.30 0,276%0,000 0,348+0,010
10.30  0.00.00+0,00 0,348+0,010 0,346%0,061
15.00 0.00.00+0,00 0,239+0,013 0,356%0,011
16.00  0.00.00+0,00 0,220+0,012 0,331+0,013

Fosforo

Sorgente Vasca 1 Vasca 2
8.30 0,000+0,000 0,000+0,000
9.30 0,000+0,000 0,000+0,000
10.30  0,016+0,006 0,050+0,000 0,050+0,000
15.00 0,015+0,006 0,045+0,006 0,040+0,010
16.00  0,020+0,000 0,050+0,000 0,050+0,000

Sono state cosi effettuate 172 misure di azotormi&8re di fosforo.

Tabelle 4. Misure realizzate sui campioni di trota.
Su un campione di 15 esemplari sono state rildegteme misure qui diseguito riportate

Lunghezza totale 21,8+1,5cm
Peso Totale 115,9+27,6 g
Lunghezza dell'intestino 8611 mm
Peso dei visceri 12,3945,10 g
Peso del fegato 1,62+0,50 g
Indici*

VSiI 10,59+2,51
HSI 1,39+0,17
RIL 1,06+0,25

K 2,56+0,74

1 VSl Indice Viscero somatico: rapporto tra pesouisieri e peso totale
HSI Indice epato somatico: rapporto tra peso dgtie e peso totale

RIL :rapporto tra lunghezza dell'intestino e péstale

K Indice di condizione: rapporto tra peso totalareghezza totale al cubo

Composizione chimico-nutrizionale

| risultati della composizione chimico-nutrizionatielle trote alimentate, fino al momento del
campionamento, con mangime non biologico, hannotratosun buon livello in proteine, basso
tenore in grassi , buon contenuto in vit.oBocoferolo, importante per la sua azione anti@stel
(Tab. 5-6). Per quanto riguarda il profilo in acgliassi (Tab. 7), si € evidenziato un elevato



contenuto in acidi grassi polinsaturi rappresengagvalentemente dagli acidi grassi N-3, in
particolare il DHA, importante per lo sviluppo cerale e della retina. Il DHA insieme allEPA,
altro acido grasso presente nelle specie ittickmnd origine a molecole (eicosanoidi) che
migliorano la fluidita del sangue prevenendo larfazione di trombi, hanno importanti funzioni
nelle reazioni inflammatorie ed in numerose altnezioni. Abbastanza elevato e stato rilevato pero
anche il livello dell’acido linoleico (C 18:2 n-&gato alle farine di origine vegetale del mangime.

Tab. 5 Composizione chimico-nutrizionale di Trotalidea da allevamento biologico tempo 0

Pool 1 Pool 2
(taglia 40-50 g) (taglia 70-80 g)

media ds media| ds
Peso (g) 45.40 8.70 7793 |5.93
Lunghezza (cm) 16.2 11 18.3 0.8
Visceri (% peso) 13.11 3.60 14.18 | 3.12
pH 6.73 0.01 6.61 0.01

0/100 g parte edibile

Umidita 80.22 0.13 79.05 0.04
Proteine 17.10 0.28 16.99 0.20
Lipidi totali 2.38 0.03 3.63 0.03
N non proteico 0.38 0.01 0.36 0.01
Ceneri 1.12 0.03 1.12 0.02
Mercurio totale (mg/kg) 0.0106 0.008B

Tab. 6 -Composizione della frazione insaponificabile ditaroidea
da allevamento biologico tempo 0

Pool 1 Pool 2
(taglia 40-50 g) (taglia 70-80 g)
mg/g olio
media ds media ds
Colesterolo 24.13 0.24 16.55 0.32
Squalene 0.33 0.02 0.26 0.01
a - tocoferolo 0.53 0.04 0.40 0.01
y - tocoferolo 0.00 0.00 0.00 0.00
o - tocoferolo 0.00 0.00 0.00 0.00
mg/100 g parte edibile
Colesterolo 57.42 0.57 60.07 1.16
Squalene 0.80 0.04 0.96 0.03
a - tocoferolo 1.26 0.11 1.44 0.03
y - tocoferolo 0.00 0.00 0.00 0.00
o - tocoferolo 0.00 0.00 0.00 0.00




Tab. 7 -Composizione in acidi grassi di Trota iridea dawaimento biologico tempo 0 (% del
totale degli acidi grassi)

Pool 1 Pool 2
(taglia 40-50 g) | (taglia 70-80 g)
media ds media| ds
C12:.0 0.05 0.00 0.05 0.00
C 13:.0 0.02 0.00 0.02 0.00
C 14:.0 3.67 0.02 3.92 0.03
C 15:.0 0.32 0.00 0.33 0.00
C 16:0 16.46 0.07 16.14 0.01
C17:.0 0.29 0.00 0.29 0.01
C 18:0 5.66 0.13 5.86 0.10
C19:0 0.08 0.00 0.07 0.00
C 20:0 0.14 0.01 0.14 0.00
C 21:.0 0.02 0.00 0.01 0.00
Saturi totali 26.71 ]0.18 26.85 | 0.09
C14:1 n-5 0.02 0.00 0.02 0.00
C16:1 n-7 4.07 0.05 4.34 0.01
C181 n-9 13.02 0.01 13.73 0.05
C181 n-7 2.28 0.01 2.33 0.02
C20:1 n-9 1.04 0.02 1.06 0.01
C20:1 n-11 0.10 0.01 0.10 0.00
C221 n-9 0.12 0.01 0.12 0.00
C22:1 n-11 0.80 0.09 0.76 0.01
C24:1 n-9 0.25 0.00 0.25 0.00
Monoinsaturi tot | 21.70 0.01 22.70 |0.08
C16:2 n-4 0.38 0.01 0.40 0.00
C182 n-6 18.43 0.14 19.81 0.03
C183 n-6 0.38 0.00 0.42 0.03
Cc183 n-3 2.30 0.01 2.51 0.00
C184 n-3 0.88 0.00 0.94 0.00
C20:2 n-6 0.54 0.06 0.63 0.00
C204 n-3 0.66 0.01 0.69 0.01
C20:4 n-6 0.65 0.00 0.59 0.00
C20:5 n-3EPA| 4.63 0.03 4.59 0.02
C224 n-6 0.06 0.00 0.06 0.00
C225 n-3 1.64 0.01 1.54 0.00
C22:6 n—-3DHA| 16.01 0.22 13.24 0.05
Polinsaturi totali 46.55 0.17 4541 | 0.01
somma n-3 26.12 0.26 23.50 0.07
somma n-6 20.06 0.08 21.51 0.06
n-3/n-6 1.30 0.02 1.09 0.01

L’evoluzione dei parametri nutrizionali fino ad astudiati verra seguita nei futuri campionamenti
delle stesse trote, allevate con mangime biologica differente densita di allevamento.
Attualmente € ancora in corso la caratterizzazamlenangime Ecoprime 3.



