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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Τα τελευταία χρόνια ασκούνται οικολογικές πιέσεις όσον αφορά τη 

βιωσιμότητα των ιχθυοπληθυσμών που αλιεύονταιμε σκοπό την παρασκευή 

ιχθυαλεύρων. Έτσι η τεχνολογίατων ιχθυοτροφών έχει στραφεί στην 

εξεύρεση κατάλληλων εναλλακτικών πηγών πρωτεΐνης.

Οι μεταποιημένες ζωικές πρωτεΐνες από έντομα αποτελούν 

εναλλακτικές πηγές πρωτεΐνης για τους εκτρεφόμενους οργανισμούς στις 

ιχθυοκαλλιέργειες λόγω της υψηλής περιεκτικότητας τους σε πρωτεΐνες και 

απαραίτητα αμινοξέα, καθώς και το χαμηλό περιβαλλοντικό αποτύπωμα 

που έχει η ίδια η εκτροφή τους. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον προέκυψε έπειτα και 

από την ενσωμάτωση των πρωτεϊνών εντόμων στην Ευρωπαϊκή νομοθεσία 

περί της ασφαλούς χρήσης τους στις ιχθυοτροφές.

Τα άλευρα των εντόμων περιέχουν μια υψηλή συγκέντρωση ολικών 

λιπαρών ουσιών, που χαρακτηρίζεται κυρίως από κορεσμένα λιπαρά οξέα. 

Ωστόσο, η πρόσληψη μεγάλων ποσοτήτων κορεσμένων λιπαρών οξέων, 

πέραν του ότι διατροφικά δεν είναι απαραίτητες για τους ιχθύες, μπορεί να 

οδηγήσουν σε αλλοίωση του λιπιδικού προφίλ των ιχθύων.

Στη παρούσα εργασία εξετάστηκε η επίδραση του αλεύρου του 

εντόμου Zophobas morio στο προφίλ των λιπαρών οξέων του μυϊκού ιστού 

της τσιπούρας (Sparus aurata). Σε διατροφικό πείραμα που 

πραγματοποιήθηκε ομάδες ιχθύων τσιπούρας διατράφηκαν με διαφορετική 

τροφή.Στην τροφή μάρτυρα η ζωική πρωτεΐνη προερχόταν εξ ολοκλήρου 

από ιχθυάλευρο (FM), ενώ στις τροφές ZLF10, ZLF20 και ZLF30 η
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πρωτεΐνη του ιχθυαλεύρου είχε υποκατασταθεί από άλευρο του εντόμου 

Zophobas morio κατά 10%, 20% και 30%, αντίστοιχα.

Γενικά η σύσταση των λιπαρών οξέων των ιχθύων δεν μεταβλήθηκε 

σημαντικά από τα πειραματικά σιτηρέσια με τα οποία διατράφηκαν. 

Ωστόσο υπήρξε μια τάση μείωσης του λινολεϊκού οξέος (LA) 18:2 η-6στο 

μυϊκό ιστό των ιχθύων που διατράφηκαν με σιτηρέσια που περιείχαν 

Zophobas συγκριτικά με αυτών που διατράφηκαν αποκλειστικά με 

ιχθυάλευρο.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 Εκτροφή της τσιπούρας (Sparus aurata)

Η τσιπούρα (Sparus aurata) είναι είδος το οποίο συγκαταλέγεται 

στα ψάρια της Μεσογείου. Αποτελεί ένα από τα ευρέως εκτρεφόμενα είδη 

στην ελληνική ιχθυοκαλλιέργεια, αλλά και γενικότερα στη Μεσόγειο. 

Συναντάται στη φύση σε υφάλμυρα και θαλασσινά νερά, καθώς αποτελεί 

ευρύθερμο και ευρύαλο είδος. (Κλαουδάτος 2012). Τα βάθη στα οποία 

συναντάται φτάνουν μέχρι και τα 150 μέτρα (Morreti et al., 1999).

Είναι σαρκοφάγο είδος και στα φυσικά οικοσυστήματα τα ιχθύδια 

της τσιπούρας τρέφονται με σκώληκες και μικρά καρκινοειδή, ενώ τα 

μεγαλύτερα άτομα τρέφονται με μαλάκια, γαστερόποδα, καρκινοειδή και 

δίθυρα μαλάκια (μύδια, στρείδια, κ.α.) (Κλαουδάτος 2012).

Οι τσιπούρες εκτρέφονται σε εκτατικά συστήματα εκτροφής σε 

λιμνοθάλασσες ή εντατικά σε δεξαμενές ή κλωβούς. Προς το παρόν, το 

μεγαλύτερο μέρος της παραγωγής προέρχεται από την εντατική εκτροφή, με 

μέση πυκνότητα 20 - 100 kg/m3 και FCR 1,5 -  2 (FAO 2013). Το 2016, η 

παγκόσμια παραγωγή της υδατοκαλλιέργειας ήταν περίπου 186.000 τόνους 

(FAO 2020) με κύριους παραγωγούς, στη Μεσόγειο, την Ελλάδα, την 

Τουρκία, την Ισπανία και την Ιταλία.
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Διάγραμμα 1: Παγκόσμια παραγωγή υδατοκαλλιέργειας του είδους (Πηγή: FAO 2020)

1.2 Απαιτήσεις του είδους Sparus aurata σε πολυακόρεστα λιπαρά οξέα

Οι βιομετατροπές των C18 στα C20 και C22 Πολυακόρεστα Λιπαρά 

Οξέα (ΠΛΟ) έχουν αποδειχθεί ότι συμβαίνουν σε σημαντικό βαθμό σε 

πολλά είδη ιχθύων των εσωτερικών υδάτων όπως, π.χ., στην ιριδίζουσα 

πέστροφα (O. mykiss) και στον κυπρίνο (C. carpio) (Sargent et al., 1995). 

Αυτό δεν ισχύει όμως και για τους ιχθύες των θαλάσσιων υδάτων, κι αν 

ισχύει είναι σε πολύ μικρότερα επίπεδα, σε όσα είδη έχουν μελετηθεί μέχρι 

σήμερα (Sargent et al., 2002). Αυτό συμβαίνει καθότι τα 20:5ω-3 (EPA) και 

22:6ω-3 (DHA) βρίσκονται σε αφθονία στο θαλάσσιο οικοσύστημα. Έτσι, 

τα είδη της θάλασσας, σε αντίθεση με τα είδη των εσωτερικών υδάτων, 

βρίσκονται σε ένα διατροφικό καθεστώς όπου οι βιομετατροπές του 18:3ω- 

3 (LNA) σε 20:5ω-3 και 22:6ω-3 δεν είναι απαραίτητες 

(Karapanagiotidis2007).

Οι ιχθύες και τα καρκινοειδή δεν διαθέτουν το ένζυμο Δ12 

δεσατουράση, το οποίο συνθέτει το 18:2ω-6 (LA) από το ενδογενώς
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παραγόμενο 18:1ω-9, και το ένζυμο Δ15 δεσατουράση, το οποίο συνθέτει 

το 18:3ω-3 από το 18:2ω-6, όπως συμβαίνει στα φυτά και στους 

κατώτερους οργανισμούς (Karapanagiotidis 2007). Το 18:2ω-6 και το 

18:3ω-3 αποτελούν τα μεταβολικά πρόδρομα μόρια των περισσότερο 

ακόρεστων και μακρύτερης ανθρακικής αλυσίδας πολυακόρεστων λιπαρών 

οξέων (ΠΛΟ) των ω-6 και ω-3 ομάδων, αντίστοιχα (Karapanagiotidis 

2007). Ως εκ τούτου οι ιχθύες και τα καρκινοειδή δεν είναι ικανοί να 

συνθέσουν ενδογενώς (denovo) τα ω-6 και ω-3 ΠΛΟ. Τα συγκεκριμένα 

λιπαρά οξέα, ωστόσο, διαδραματίζουν ρόλους ζωτικής σημασίας σε 

διάφορες φυσιολογικές διεργασίες του οργανισμού (Innis, 1991· Sargent et 

al, 2002) οπότε αυτά θα πρέπει «απαραιτήτως» να λαμβάνονται μέσω της 

τροφής και για το λόγο αυτό ονομάζονται απαραίτητα λιπαρά οξέα.
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Σχήμα 1: Κύριοι οδοί βιοσύνθεσης - βιομετατροπών των λιπαρών οξέων 

(Πηγή: Karapanagiotidis 2007)

Για να προσδιοριστούν ορθότερα οι απαιτήσεις της τσιπούρας σε 

ΠΛΟ, αναγκαίος είναι διαχωρισμός τους με βάση το ηλικιακό στάδιο στο 

οποίο βρίσκεται ο ιχθύς.

ΣΤΑΔΙΟ ΙΧΘΥΟΝΥΜΦΗΣ

Μια καλή αναλογία DHA/EPA στο σιτηρέσιο της τσιπούρας (S. 

aurata) σε αυτό το στάδιο είναι 2/1 (Rodriguez et al, 1998), ενώ είναι 

χαμηλότερη από 1 στο στάδιο των ενήλικων ατόμων (Ibeas et al., 1997). Ο 

λόγος της αυξημένης ζήτησης DHA στα μικρότερα ηλικιακά στάδια της
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τσιπούρας (S. aurata) σε σχέση με το EPA, είναι ότι το πρώτο βοηθά στην 

στην ανάπτυξη των ιστών, των οφθαλμών και του εγκεφάλου, όπως έχει 

αποδειχθεί από μελέτες με το λαβράκι (D. labrax), την τσιπούρα (S. aurata) 

και τη ρέγγα (C. harengus) (Bell et al, 1995, Navarro et al, 1997, 

Mourente & Tocher, 1993b).

Άλλο ένα πολύ σημαντικό ΠΛΟ είναι το αραχιδονικό οξύ (ARA) 

20:4ω-6. Η χορήγηση, με ποσοστό συμμετοχής 1-1,5% επί του σιτηρεσίου, 

αυτού του ΠΛΟ στη τροφή της τσιπούρας (S. aurata) οδήγησε σε αύξηση 

στην ανάπτυξη των ιχθυονυμφών της (Bessonart et al., 1999).

Οι Rodriguez et al., (1994a) έδειξαν πως η χορήγηση μικρών ποσών 

του ARA σε ιχθυονύμφες τσιπούρας (S. aurata) αύξησε την ανάπτυξή τους, 

ενώ οι Ishizaki et al., (1998) ανέφεραν πως μεγάλες δόσεις του 

συγκεκριμένου λιπαρού οξέος (4% του σωματικού βάρους της Artemia) όχι 

μόνο περιόρισαν την ανάπτυξη των ιχθυoνυμφών του μαγιάτικου (Seriola 

dumerili), αλλά αύξησαν και τη θνησιμότητά τους.

ΙΧΘΥΔΙΑ ΚΑΙ ΕΝΙΛΗΚΑ ΑΤΟΜΑ

Για τα περισσότερα είδη θαλάσσιων ιχθύων που έχουν μελετηθεί 

έως σήμερα, όπως, π.χ., η τσιπούρα (S. aurata), το λαβράκι (D. labrax), το 

καλκάνι (S. maximus) και το φαγκρί (P. pagrus), οι απαιτήσεις των 

ιχθυδίων (juveniles) και των ενήλικων ατόμων (adults) στα απαραίτητα 

λιπαρά οξέα ικανοποιούνται μέσω των 20:5ω-3 και 22:6ω-3 με ένα επίπεδο 

της τάξης του 1% ή και λιγότερο επί της ξηρής ουσίας του σιτηρεσίου. 

(Karapanagiotidis 2007)
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Όπως συμβαίνει και στο στάδιο της ιχθυονύμφης, οι ποσοτικές 

απαιτήσεις σε απαραίτητα λιπαρά οξέα των ιχθυδίων και των ενήλικων 

ατόμων εξαρτώνται από τη σύσταση της τροφής σε ΠΛΟ, και ιδιαίτερα από 

την αναλογία DHA/EPA. Για παράδειγμα, όταν η αναλογία στην τροφή 

είναι ίση με 0,5, η τσιπούρα (S. aurata) απαιτεί ολικά ω-3 ΠΛΟ σε επίπεδο 

ίσο με το 1,9 % επί της ξηρής ουσίας του σιτηρεσίου (Ibeas et al., 1994), 

ενώ όταν αυτή είναι ίση με 1, οι απαιτήσεις του είδους για ω-3 ΠΛΟ είναι 

μόλις 0,9% του σιτηρεσίου (Kalogeropoulos et al. 1992).

Οι ποσοτικές απαιτήσεις των θαλάσσιων ιχθυδίων και ενήλικων 

ιχθύων σε ARA παραμένουν αδιευκρίνιστες και προκαλούν το ενδιαφέρον 

των ερευνητών. Οι Bell & Sargent (2003) με τέλεια ιχθύδια καλκανιού (S. 

maximus) συμπέραναν ότι η χορήγηση αποκλειστικά και μόνο ARA 

οδήγησε σε καλύτερη ανάπτυξη και επιβίωση από ό,τι η αποκλειστική 

χορήγηση μόνο του DHA. Αυτό καταδεικνύει τη σπουδαιότητα του ARA 

στη διατροφή των ιχθύων του θαλάσσιου νερού για την ομαλή τους 

ανάπτυξη. (Karapanagiotidis 2007)

ΣΤΑΔΙΟ ΓΕΝΝΗΤΟΡΩΝ

Τα λιπίδια που περιέχουν τα αυγά των ιχθύων ικανοποιούν τις 

μετέπειτα απαιτήσεις σε απαραίτητα ΛΟ των εμβρύων και των 

λεκιθοφόρων ιχθυδίων, μέχρι αυτά να είναι ικανά να προσλαμβάνουν την 

τροφή τους από μόνα τους. Η σύσταση σε ΛΟ των αυγών των θαλασσίων 

ειδών ιχθύων διαφέρει από είδος σε είδος και ποικίλλει κατά τη διάρκεια 

ενός αναπαραγωγικού κύκλου (Evans et al., 1996).
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Η περιεκτικότητα των αυγών σε EPA, DHA αλλά και σε ARA 

επηρεάζει σε μεγάλο βαθμό διάφορα ποιοτικά τους χαρακτηριστικά, όπως 

το ποσοστό γονιμοποίησης, το ποσοστό εκκολαψιμότητας και την επιβίωση 

των λεκιθοφόρων ιχθυδίων (Pickova et al., 1997, Bruce et al, 1999). Οι 

γεννήτορες λοιπόν είναι αυτοί που επηρεάζουν τη λιπιδική σύσταση των 

αυγών και αυτό έχει αποδειχθεί να συμβαίνει σε διάφορα εκτρεφόμενα είδη 

συμπεριλαμβανομένου του λαβρακιού (D. Labrax) ( Bell et al., 1997) και 

της τσιπούρας (S. aurata) (Almansa et al., 1999).

1.3 Προφίλ λιπαρών οξέων των ιχθύων και παράγοντες που το 

επηρεάζουν

Τα αφθονότερα πολυακόρεστα που συναντούνται στους ιστούς των 

ιχθύων και των καρκινοειδών είναι το εικοσαπενταενοϊκό οξύ (EPA) 20:5ω- 

3, το δοκοσαεξαενοϊκό οξύ (DHA) 22:6ω-3, το αραχιδονικό οξύ (ARA) 

20:4ω-6, το λινολεϊκό οξύ (LA) 18:2ω-6 και το λινολενικό οξύ (LNA) 

18:3ω-3. Σε αντίθεση με τα λιπίδια των χερσαίων ζώων και φυτών, τα 

λιπίδια των υδρόβιων ζωικών οργανισμών είναι πλούσια σε ΠΛΟ με C20 

και C22, ιδιαίτερα της ω-3 σειράς όπως τα 20:5ω-3 και 22:6ω-3. 

(Karapanagiotidis 2007)

Οι κύριοι παράγοντες που επηρεάζουν τη σύστασή τους σε λιπαρά 

οξέα είναι η τροφή, το υδάτινο περιβάλλον και η θερμοκρασία νερού 

(Karapanagiotidis 2007).
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Πίνακας 1: Χαρακτηριστικά επίπεδα των ω-3 και ω-6 πολυακόρεστων λιπαρών οξέων στα 
λιπίδια του μυϊκού ιστού διαφόρων ειδών ιχθύων και καρκινοειδών (ως gr/100 gr ολικών 
λιπαρών οξέων) (Πηγή: Karapanagiotidis 2007)

ι8:2ω-6 ιβ:3ω-3 20:4b>-6 2θ:5ω-3 22:6ω·3 ω-3/ω-6 Πηγή

θερμά εσωτερικά ύδατα

Silorus asotus 5,2 2,5 2,2 2,3 4,9 Μ 1

Hypopfithalmichthyes molitm 4,3 7,0 X3 6.6 2,0 2,0 2

Charma striatus 8,2 0,5 2,2 0,3 ^5 0,7 3
Cyprinus carpio 7,9 2,9 8,6 8,8 6,5 U 2

Oreochromis niloticus 9.0 o,8 1,5 0,8 9,0 0,8 4

Ψνχρά εσωιερικά νδαια

Oncorhynchus mylciss 4,6 5,2 2,2 5,0 19,0 4,2 2

Perea fluviatilis 0,5 9,1 8.8 26,5 2,7 5
Rutilus rutihis 4*5 2,8 10,7 4,9 2,8 5

θαλάσσια ύδατα

Qupea harengus 0,7 o,3 0,4 74 3,9 7,7 2

Sardina pilchardus o,6 — 0,8 17,8 io,8 21,9 6

Salmosalar 2,7 4,6 4,2 5,1 17,6 4,0 7
Salmo salar (εκτρεφόμενος) 54 o,9 10,6 5,7 u,9 1,2 7
Diplodus sargus 2,3 o,3 3,1 5,0 u,5 2,7 8

Spams aurata 6,9 0,1 0,7 54 15*1 2,6 8

Η σύσταση των υδρόβιων ζωικών οργανισμών σε λιπαρά οξέα 

εξαρτάται κατά πολύ και από το αν ο οργανισμός αυτός είναι εκτρεφόμενος 

ή διαβιεί στο φυσικό του περιβάλλον (Rueda et a l, 2001, Karapanagiotidis 

et al., 2006). Το προφίλ ΛΟ των εκτρεφόμενων ιχθύων βασίζεται σε αυτό 

της τεχνητής τροφής που του χορηγείται, σε αντίθεση με τους άγριους 

πληθυσμούς όπου βασίζεται καθαρά στη διαθεσιμότητα των ΛΟ οξέων της 

τροφικής αλυσίδας. Από διάφορες μελέτες έχει δειχθεί ότι οι εκτρεφόμενοι 

ιχθύς περιέχουν χαμηλότερα ποσοστά σε ω-3 ΠΛΟ και υψηλότερα ποσοστά 

σε ω-6 ΠΛΟ σε σύγκριση με τα ίδια είδη που διαβιούν ελεύθερα στο 

φυσικό τους ενδιαίτημα (Serot et al., 1998&Grigorakis et al., 2002). Αυτό
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οφείλεται στο γεγονός ότι οι ιχθυοτροφές απαρτίζονται σε σημαντικό 

ποσοστό από συστατικά φυτικής προέλευσης τα οποία είναι φτωχά σε ω-3 

ΠΛΟ και πλούσια σε ω-6 ΠΛΟ. Ωστόσο, υπάρχουν και αντίθετες 

περιπτώσεις, ειδικότερα σε χορτοφάγα είδη, όπου οι εκτρεφόμενοι ιχθύες 

περιέχουν υψηλότερα ποσοστά των ω-3 ΠΛΟ στη σάρκα τους από ό,τι τα 

αντίστοιχα άγρια είδη, εξαιτίας της διατροφής των πρώτων με υψηλά 

επίπεδα ιχθυάλευρου και ιχθυελαίου (Bergstrom, 1989, Rueda et al., 2001).

Η σύσταση των διαφόρων ειδών ιχθύων και καρκινοειδών σε λιπαρά 

οξέα είναι ανάλογη με το αν το είδος αυτό διαβιεί στα εσωτερικά ή στα 

θαλάσσια ύδατα (Karapanagiotidis 2007). Γενικά, τα λιπίδια των ειδών που 

διαβιούν στη θάλασσα χαρακτηρίζονται από υψηλότερες συγκεντρώσεις σε 

C20 και C22 ω-3 ΠΛΟ, ιδιαίτερα σε EPA και DHA, σε σχέση με τα είδη 

του γλυκού νερού που περιέχουν περισσότερα C18 ΠΛΟ και δη της ω-6 

ομάδας, όπως το LA (Sargent et al., 2002). Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι 

το θαλάσσιο φυτοπλαγκτόν και ζωοπλαγκτόν είναι πλουσιότερες πηγές 

EPA και DHA από ό,τι οι πλαγκτονικοί οργανισμοί που διαβιούν στα 

εσωτερικά ύδατα (Kenyon, 1972). Αυτή, ωστόσο, είναι μια γενίκευση που 

δεν θα πρέπει να θεωρείται απόλυτη, μιας και υπάρχουν πολλά είδη ιχθύων 

του γλυκού νερού, π.χ., ιριδίζουσα πέστροφα (Onchorhynchus mykiss), που 

περιέχουν υψηλότερα ποσοστά σε C20 και C22 ω-3 ΠΛΟ από πολλά 

θαλάσσια είδη.

Η θερμοκρασία του νερού και οι εποχικές μεταβολές της μπορεί 

επίσης να μεταβάλλει τη σύσταση των λιπαρών οξέων των ιχθύων και των 

καρκινοειδών (Karapanagiotidis 2007). Κατά κανόνα, όσο πιο ψυχρά είναι
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τα νερά τόσο υψηλότερες είναι και οι συγκεντρώσεις των ω-3 C20 και C22 

ΠΛΟ στα λιπίδια των οργανισμών (Farkas, 1984).

Πίνακας 2: Χαρακτηριστικά επίπεδα ολικών λιπιδίων (% επί του υγρού βάρους σώματος) 
στο μυϊκό και ηπατικό ιστό διαφόρων ειδών ιχθύων (Πηγή: Karapanagiotidis 2007)

Ε ί δ ο ς Μ υ ϊ κ ό ς  ισ τ ό ς Η π α ι ι κ ό ς  ι σ τ ό ς

Ά π α ν α  eiSn

Γ άδος μ ελα νό ςρ α μ μ ο ς (M ehn ogram m u s aeglefinus) 0,3 50,0  -  75,ο

Γ άδος Α τλαντικού  (G odus m or/tu a ) 0 ,4 50,0 -  75,0

Η λιόψ αρο  (Lepom is g ilbosu s) ο,7

Τ ο ύ ρνα  [E sox lu dm ) o ,6-o ,8 4 ,ο-ιο ,7

Π ο ια μ ο λά β ρ α κ ο  [Lucioperca lucioperca) o ,8

Ί ίλ ό π ια  του  Ν ε ίλο ν  (O reochrom is nilottcus) 0,8-2,2 4,3-20,S

Τ σ ιπού ρ α  (S.pnrus aurata) o ,8 - ι , ι

Τ σ ιρώ νι (Rutilus r a d iu s ) < 2,0
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Πίνακας 3: Τα κυριότερα λιπαρά οξέα που συναντώνται στους ιστούς των ιχθύων και των 
καρκινοειδών (Πηγή: Karapanagiotidis 2007)

Χ η μ ικ ό ς  τύ-τος Κ ο ιν ό  ό ν ο μ α Σ ν ν ιο μ ο γ ρ α φ ία

Κ ΰ ρ ίσ μ ή 'α λ ίΛ α ρ ά  οξέα

CH  (C H J  COOH
Γ  Γ »

Λαουρικό 12:0

CH  ( C H )  COOH Μ υριστικό 14:0

CH 3(CH ,),3COOH Πενταδεκυλικό 15:0

CH  ( C H )  COOH Π αλμιτικό ιό :ο

CH ^ C H J^ C O O H Στεαρικό ι8:0

CH 3(C H ,)l8COOH Α ραχιδυώ 2 ο :ο

C H ( C H )  COOH Βεχενικό 22Ό

CH  ( C H )  COOH3' r  22 Λιγνοκερικό 24:0

Μ ο ν ο α κ ό ρ ε σ τα  λ υ ια ρ ά  ο£έα

C H (C H )C H = C H (C H J ,C O O H Π αλμιτολεϊκό ιό :ιω -7

CH  (C H J  C H = C H (C H ) COOH Ολείκό ι8 :ιω -9

CH  (C H J  C H = C H (C H ) COOH Βατσενικό ι8 :ιω -7

CH 3(C H J,C H = C H (C H J.C O O H Γονδοϊκό 2 0 :ΐω -ιι

C H  (C H J  C H = C H (C H J COOH Γαδολεϊκό 2 θ:ΐα>*9

CH  ( C H )  C H = C H (C H )  COOH3' r j  '  r j Κετολεϊκό 2 2 :ΐω -ιι

CH J(CH ,).C H = C H (C H ,)l,COOH Ερουκικό 2 2 :ιω -9

CH  (C H J.C H = C H (C H J COOH Ν ερβονικό 2 4 :ιω -9

Πολνακόρεστα λιπαρά οξέα

CH (CHJ CH=CHCH CH=CH(CH) COOH 

CH (CH) (CH=CHCH) CH=CH(CH) COOH 

CHJ(CH)4(CH=CHCH)CH=CH(CH!)6C00H 

CH (CHJ (CH=CHCH ) CH=CH(CH ) COOH 

CH3(CHJ4(CH=CHCHJ3CH=CH(CHJ5C00H 

CH (CH) (CH=CHCH ) CH=CH(CH ) COOH 

CH CH CH=CHCH CH=CHCH CH=CH(CHJ COOH 

CH3CH:(CH=CHCHJ3CH=CH(CH!)1C00H 

CH CH (CH=CHCH) CH=CH(CH ) COOH 

CH CH (CH=CHCHJ CH=CH(CH) COOH 

CH3CHi(CH=CHCHJCH=CH(CHJCOOH

Λινολεϊκό

γ-λινολενικό

Δίχωμο-γ-λινολενικό

Αραχιδολίκό

Αδρενικό

δοκοσατενταενοϊκά

α-λινολενικό ή λινολενικό

Στεαριδονικό

Εισοσαπε\'ταε\ΌΪκό

Κλουπανοδονικό

Κερβονικό

ι8:2ω-6 

ι8:3<*>-ό 

20:310-6 
2θ:4ω-6 

22:4ω-ό 

22:5<a-6
18:301-3

18:4(0-3

2θ:5ω-3
22:5«-3
22:όω-3
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1.4 Η χρήση των μεταποιημένων ζωικών πρωτεϊνών από έντομα στις 

ιχθυοτροφές

Η ζήτηση στην παγκόσμια παραγωγή των ιχθυαλεύρων τις 

τελευταίες δεκαετίες αυξάνεται χρόνο με το χρόνο και κατά συνέπεια 

αυξάνεται και η τιμή τους (FAO 2013). Επιπλέον ασκούνται και 

οικολογικές πιέσεις όσον αφορά τη βιωσιμότητα των ιχθυοπληθυσμών που 

αλιεύονται με σκοπό την παρασκευή ιχθυαλεύρων. Έτσι η τεχνολογία των 

ιχθυοτροφών έχει στραφεί στην εξεύρεση κατάλληλων εναλλακτικών 

συστατικών για τη παρασκευή ιχθυαλεύρων.

Σε αυτή την αναζήτηση τη λύση φαίνεται να δίνουν μερικώς οι 

Μεταποιημένες Ζωικές Πρωτεΐνες μη μηρυκαστικών (ΜΖΠ). Ωστόσο, το 

2001 η Ε.Ε προέβη στην καθολική απαγόρευση χρησιμοποίησης ζωικών 

υποπροϊόντων και παράγωγα από χερσαία θηλαστικά στις ζωοτροφές όλων 

των εκτρεφόμενων ζώων (ΕΚ/999/2001), λόγω των κρουσμάτων 

σπογγώδους εγκεφαλοπάθειας. Το 2013 όμως απέσυρε την απόφασή της για 

τις ιχθυοτροφές και μάλιστα την 01/07/2017 επέτρεψε επιπλέον και τη 

χρήση ορισμένων ειδών εντόμων (EU 893/2017).

Τα τελευταία χρόνια ιδιαίτερη έμφαση έχει δοθεί από την 

επιστημονική κοινότητα στο άλευρο των εντόμων. Από θρεπτικής απόψεως 

τα έντομα αποτελούν καλή πηγή πρωτεΐνης (50-82%) και λίπους (10-30%) 

για τα ψάρια ανάλογα το είδος και το ηλικιακό τους στάδιο (Henry et al., 

2015). Όσον αφορά την ολική ενέργεια, τα άλευρα των προνυμφών 

εντόμων ξεπερνούν τα 21 MJ kg / ξηρά ουσία (Gasco et al., 2018).
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Ωστόσο η παρουσία της χιτίνης αποτελεί ένα μειονέκτημα λόγω των 

αντιδιατροφικών της ιδιοτήτων, παρότι υπάρχει και στα καρκινοειδή τα 

οποία καταναλώνονται ευρέως στο φυσικό περιβάλλον από τους ιχθύες 

(Henry et al., 2015). Επίσης μειονέκτημα αποτελεί και η έλλειψη σε Ca και 

P που παρουσιάζουν τα έντομα (Henry et al., 2015), καθώς επίσης και η 

έλλειψη σε Μεθειονίνη και Λυσίνη. Από μικροβιολογικής απόψεως τα 

έντομα μπορεί να συνοδεύονται από κάποια παθογόνα βακτήρια, των 

οποίων η παρουσία εκλείπει κατά την ορθή πρακτική μιας εντατικής 

εκτροφής (Mezes 2018).

Ένα θέμα που αφορά την ασφαλή χρήση των αλεύρων αυτών στις 

ιχθυοτροφές είναι η συγκέντρωση ανεπιθύμητων ουσιών όπως βαρέα 

μέταλλα, αρσενικό, πολυχλωριωμένο διφαινύλιο (PCB), φυτοφάρμακα, 

φυτικές και μυκητιακές τοξίνες (Biancarosa et al., 2018). Για αυτό τον λόγο 

η Ε.Ε. έχει ορίσει τα μέγιστα επιτρεπτά όρια συγκέντρωσης αυτών των 

ουσιών στις ζωοτροφές (οδηγία ΕΚ 2002/32 και τροποποιήσεις) (E.E. 

2002).

Η χημική σύνθεση και η θρεπτική αξία των αλεύρων των 

προνυμφών εντόμων εξαρτώνται σε μεγάλο βαθμό από: (i) τη διαχείριση ( 

ξήρανσης, απολίπανση, κτλ.) και (ii) το υπόστρωμα εκτροφής (Henry et al., 

2015). Συγκεκριμένα, ενώ η περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες δεν μεταβάλλεται 

σε μεγάλο βαθμό λόγω του υποστρώματος εκτροφής, η σύνθεση των 

λιπιδίων είναι η πλέον ευαίσθητη σε αλλαγές, τόσο από ποσοτική όσο και 

από ποιοτική άποψη, του προφίλ των λιπαρών οξέων (Henry et al., 2015, 

Makkar et al., 2014).
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Η υψηλή περιεκτικότητα σε λίπος (15-50%) μπορεί να προκαλέσει 

μερικές φορές προβλήματα. Στην πραγματικότητα, η ένταξή τους ως πηγή 

πρωτεΐνης αυτόματα φέρνει επίσης υψηλή περιεκτικότητα σε λιπαρά που 

μπορεί να δημιουργήσει προβλήματα τόσο κατά τη παραγωγή, όσο και για 

την αποθήκευση και τη σταθερότητα των ιχθυοτροφών (σύμπηκτα). Για 

τους λόγους αυτούς, οι παραγωγοί εντόμων εξετάζουν τη μέθοδο 

απολίπανσης χρησιμοποιώντας διάφορες τεχνικές (φυσικές ή χημικές 

εκχυλίσεις). Σε αυτήν την περίπτωση, το ποσοστό πρωτεΐνης αυξάνεται 

σημαντικά (Schiavone et al., 2017).

Στη βιβλιογραφία αναφέρονται συγκεκριμένα είδη εντόμων που 

επιτρέπονται για τη παραγωγή αλεύρων στην Ε.Ε.: (i) η οικιακή μύγα 

(Musca domestica) και η μαύρη μύγα στρατιώτης (Hermetia illucens), (ii) οι 

σκώλικες (Tenebrio molitor & Alphitobius diaperinus), (iii) οι γρυλίδες 

(Gryllodes sigillatus, Gryllus assimilis & Acheta domesticus), (Gasco et al., 

2018).

Παρά τα προβλήματα που προαναφέρθηκαν, τα έντομα έχουν τα 

εξής πλεονεκτήματα:

• μπορούν να τραφούν από τα απόβλητα που παράγει ο 

άνθρωπος, βοηθώντας στην ανακύκλωση υλικών στη 

χερσαία βιόσφαιρα (Katayama et al., 2008)

• η σπουδαία ποικιλία σε είδη εντόμων (70-75% όλων των 

ειδών των ζώων), από όλα τα διαφορετικά οικοσυστήματα, 

με διαφορετικές διατροφικές συνήθειες και διαφορετικά
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ηλικιακά επίπεδα, προμηνύουν μεγάλη παραλλακτικότητα 

στη θρεπτική τους σύσταση

• μικρό οικολογικό αποτύπωμα (μικρές απαιτήσεις σε χώρο, 

ενέργεια και νερό) (Oonincx & de Boer, 2012)

Σύμφωνα με τον Barroso et al. 2014 αν και τα έντομα έχουν κάποια 

χαρακτηριστικά που δε ταιριάζουν με αυτά του ιχθυαλεύρου, το προφίλ 

αμινοξέων των δίπτερων, παρόλα αυτά, είναι πιο κοντά στο ιχθυάλευρο και 

για αυτό δείχνει να μπορεί να το αντικαταστήσει. Τονίζει ωστόσο την 

αναγκαιότητα για περεταίρω μελέτη όσων αφορά τη πεπτικότητα, τη 

περιεκτικότητα σε χιτίνη, παρουσία τοξικών, διαφορετικές μεταχειρίσεις 

τροφής (π.χ. απολίπανση).

Τα LNA και LA ΠΛΟ επίσης περιέχονται σε αφθονία και στα 

υδρόβια έντομα και στις προνύμφες τους, που ωστόσο περιέχουν και κάποια 

ποσά EPA και ARA (Karapanagiotidis 2007).

Τα υδρόβια έντομα των εσωτερικών υδάτων, που μπορεί να 

αποτελέσουν σημαντικό μερίδιο του καθημερινού γεύματος των ιχθύων, 

είναι πλούσια σε LA και LNA, αλλά σχετικά φτωχά σε ARA και EPA με 

ίχνη ή καθόλου DHA (Sargent et al., 1989).
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1.5 Το είδος Zophobas morio

Το Zophobas morio (ZM) μπορεί να φτάσει σε μέγεθος τα 50 mm 

(Friederich & Volland 2004), ανήκει στο ζωικό βασίλειο και η συστηματική 

του κατάταξη είναι η εξής: Φύλο: Arthropoda, κλάση: Insecta, τάξη: 

Coleopteran, οικογένεια: Tenebrionidae, γένος: Zophobas, είδος Z.morio.

Το ποσοστό της πρωτεΐνης στο ZM άλευρο είναι αρκετά κοντά (47 

%) με αυτό του ιχθυαλεύρου (57 %) , ενώ το λίπος του ZM (40 %) ξεπερνά 

το λίπος του ιχθυαλεύρου (4 %) (Jabir et al. 2012).

Π ίνακας 4: Χημική ανάλυση ιχθυαλεύρου και αλεύρου zophobas (dry matter)

(Πηγή: Jabir et al. 2011)

Π εριεκτικότητα
(% )

Ιχθυάλευρο
(% )

Άλευρο Zophobas 
(% )

Ξηρά ουσία 89.24 92.49

Πρωτεΐνη 57.53 47.43

Λίπη 4.75 40.01

Τέφρα 12.75 3.54
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Σύμφωνα με τον Finke et al. (2002) το ZM δείχνει να είναι μια καλή 

πηγή απαραίτητων αμινοξέων (εικόνα 8) με εξαίρεση το ποσοστό 

Μεθειονίνης & Κυστίνης το οποίο είναι ελαφρώς χαμηλότερο από τα 

συνιστώμενα επίπεδα του NRC (1993).

Πίνακας 5: Πίνακας αμινοξέων των τριών ειδών εντόμων 

( ^ yq:Finke et al. 2002)

Αμινοξέα Z o p h o b a s  m o r io T e n eb rio  m o lito r  (Λάρβα)
Α λ α ν ίν η  (g /kg) 14.3 15.4
Α ρ γ ιν ίν η  (g /kg) 9.6 9.7

Α σ π α ρ α γ ιν ικ ό  οξύ  (g /kg) 15.8 15.2
Β α λ ίνη  (g /kg) 10.3 11.0

Γ λ ο υ τα μ ιν ικ ό  ο ξύ  (g /kg) 24 .2 21.1
Γ λ υ κ ίν η  (g /kg) 9.5 10.4

Θ ρ εο ν ίν η  (g /kg) 7.8 7.7
Ισ ο λ ευ κ ίνη  (g /kg) 9.3 9.4

Ισ τ ιδ ίνη  (g /kg) 6.0 5.9
Κ υ σ τε ΐνη  (g /kg) 1.5 1.6
Λ ευ κ ίν η  (g /kg) 19.1 19.9
Λ υ σ ίν η  (g /kg) 10.3 10.2

Μ εθ ε ιο ν ίνη  (g /kg) 2.1 2 .4
Π ρ ο λ ίν η  (g /kg) 10.8 13.0
Σ ερ ίνη  (g /kg) 9.2 9.6

Τ α υ ρ ίνη  (m g /kg ) <  50 50
Τ ρ υ π το φ ά ν η  (g /kg) 1.8 1.5

Τ υ ρ ο σ ίνη  (g /kg) 13.7 13.7
Φ α ινυ λ α λ α ν ίν η  (g /kg) 6.8 6.6

Μ εθ ε ιο ν ίνη  +  Κ υ σ τε ΐνη 3.6 4 .0
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Στον πίνακα 7 γίνονται ευδιάκριτες οι διαφορές μεταξύ του 

Zophobas και του, επίσης δημοφιλούς στη βιβλιογραφία, εντόμου Tenebrio 

molitor, με το πρώτο να περιέχει μεγαλύτερα ποσοστά πρωτεΐνης και 

λίπους.(Εΐ^ο et al. 2002).

Πίνακας 6: Μέσο βάρος και χημική ανάλυση επιλεγμένων ασπόνδυλων οργανισμών 
(Πηγή: M. D. Finke etal. 2002)

Zophobas morio Tenebrio molitor
(Λάρβα)

Βάρος (mg/έντομο) 610 126

Υγρασία (g/kg) 579 619

Πρωτεΐνη (g/kg) 197 187

Λίπος (g/kg) 177 134

Τέφρα (g/kg) 10 9

Όπως φαίνεται και στον πίνακα με τα ιχνοστοιχεία, τα έντομα είναι 

χαμηλή πηγή ασβεστίου σύμφωνα με τα όρια που έχει θεσπίσει το NRC 

(1993) (National Research Council).
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Πίνακας 7: Περιεκτικότητα ιχνοστοιχείων σε επιλεγμένους ασπόνδυλους οργανισμούς 

Πηγή: Finke et al. (2002)

Ιχνοστοιχεία Z o p h o b a s  m o r io T en eb rio  m o lito r  
(Λάρβα)

Α σ β έσ τ ιο  (m g /kg ) 177 169

Φ ώ σ φ ο ρ ο ς  (m g /kg ) 2 .3 7 2 .85

Μ α γ ν ή σ ιο  (m g /kg ) 498 801
Σ ό δ ιο  (m g /k g ) 475 537
Κ ά λ ιο  (m g /k g ) 3 .16 3.41

Χ λ ω ρ ιο ύ χ ο  (m g /kg ) 1.52 1.87
Σ ίδ ερ ο  (m g /kg ) 16.5 2 0 .6

Ψ ευ δ ά ρ γ υ ρ ο ς  (m g /kg ) 30 .7 52 .0
Χ α λ κ ό ς  (m g /kg ) 3.6 6.1

Μ α γ γ ά ν ιο  (m g /k g ) 4.3 5.2
Ιώ δ ιο  (m g /kg ) <  0.1 0 .17

Σ ελ ή ν ιο  (m g /kg ) 0 .14 0.25

1.6 Σκοπός της διπλωματικής διατριβής

Τόσο η οικονομική, όσο και περιβαλλοντική κρίση που έχουν 

αρχίσει να εντείνονται τα τελευταία χρόνια, έχουν οδηγήσει την 

ανθρωπότητα να στραφεί σε εναλλακτικές μεθόδους και να λάβει δραστικά 

μέτρα πρόληψης σε όλους τους τομείς. Συγκεκριμένα στο κλάδο της 

ιχθυοκαλλιέργειας, εντατικές είναι οι προσπάθειες που γίνονται τα 

τελευταία χρόνια από την επιστημονική κοινότητα για την αντικατάσταση 

της πρωτεΐνης του ιχθυαλεύρου από εναλλακτικές πηγές. Μια από αυτές τις 

πηγές αποτελεί το άλευρο των εντόμων.

Στη παρούσα εργασία λοιπόν, διερευνάται η επίδραση της 

αντικατάστασης του ιχθυαλεύρου από αλεύρου εντόμου (Zophobas morio), 

στο προφίλ των λιπαρών οξέων του μυϊκού ιστού της τσιπούρας (Sparus
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aurata). Τα ποσοστά αντικατάστασης για το άλευρο εντόμου ήταν 10%, 

20% θαη 30%.
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

Για τις ανάγκες του πειράματος ελήφθησαν δείγματα μυϊκού ιστού 

τσιπούρας (Sparus aurata) από προηγούμενο, αδημοσίευτο διατροφικό 

πείραμα (Karapanagiotidis et al., 2019).

Το διατροφικό πείραμα που πραγματοποιήθηκε στις εγκαταστάσεις 

του Τμήματος Γεωπονίας, Ιχθυολογίας και Υδάτινου Περιβάλλοντος, 

Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, είχε χωριστεί σε τέσσερις διατροφικές ομάδες. Η 

μια αποτελούσε την τροφή μάρτυρα (control) όπου η ζωική πρωτεΐνη 

προερχόταν εξ ολοκλήρου από ιχθυάλευρο (FM). Οι επόμενες ομάδες 

χωρίστηκαν με βάση το ποσοστό αντικατάστασης της πρωτεΐνης αυτής από 

απολιπασμένο άλευρο εντόμου, και συγκεκριμένα του είδους Zophobas 

morio. Τα ποσοστά αντικατάστασης ήταν τα εξής: 10% (ZLF10), 20% 

(ZLF20) και 30% (ZLF30).

Για το παρόν πείραμα πραγματοποιήθηκαν τρεις επαναλήψεις για τη 

κάθε διατροφική ομάδα (FM, ZLF10, ZLF20, ZLF30). Τα στάδια με τα 

βήματα που ακολουθήθηκαν και τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη 

πειραματική διαδικασία παρουσιάζονται αναλυτικά παρακάτω.

2.1 Εκχύλιση λίπους με τη μέθοδο Folch et al., (1957)

H εκχύλιση του ολικού λίπους από ιστούς ιχθύων και ιχθυοτροφών 

με τη συγκεκριμένη μέθοδο εκχυλίζει όλες τις λιπιδικές ομάδες εκτός από 

πολύ-φωσφοϊνοσιτίδια (polyphosphoinositides).

ΜΕΘΟΔΟΣ
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1. Χρησιμοποιείται ένα falcon 50 ml (με καπάκι)

2. Προστίθεται το δείγμα και πραγματοποιείται ζύγιση μέχρι το 

4ο δεκαδικό ψηφίο, 0,5 - 2 g δείγματος (ανάλογα τη φύση 

του δείγματος) (η ζύγιση γίνεται χωρίς το καπάκι)

3. Προστίθενται 16 ml (για ιστό) ή 24 ml (για τροφή) διαλύτη 

χλωροφορμίου:μεθανόλης C:M (2:1 v/v)

4. Για ιστό: ομογενοποίηση του δείγματος για 2 λεπτά με ultra 

tarrax

5. Τα falcon αφήνονται για 1 ώρα (για ιστό) ή 2 ώρες (για 

τροφή) σε πάγο για να εξασφαλιστεί ότι η εκχύλιση είναι 

ολοκληρωτική.

6. Προστίθενται 4 ml (για ιστό) ή 6 ml (για τροφή) διάλυμα 

χλωριούχου καλίου 0,88% (w/v) σε αποσταγμένο νερό, ώστε 

το τελικό μέσα στο falcon να είναι C:M:υδατικό διάλυμα 

8:4:3 v/v/v.

7. Ανακίνηση-vortex και τοποθετούνται για 5 λεπτά στο πάγο

8. Θα αρχίσει να δημιουργείται μία υποκείμενη λιποδιαλυτή 

φάση πλούσια σε χλωροφόρμιο που θα περιέχει το λίπος και 

μία υπερκείμενη υδατική φάση πλούσια σε μεθανόλη που θα 

περιέχει όλα τα υδατοδιαλυτά συστατικά

9. Φυγοκέντριση των falcon για 10 λεπτά στα 2000 rpm. H 

χαμηλότερη οργανική φάση (λίπος) θα καταλαμβάνει 

περίπου το 60% του συνολικού όγκου
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10. Η ανώτερη υδατική φάση (νερό) απομακρύνεται προσεκτικά 

με μία μικροπιπέτα Pasteur (μεγάλη) και σε κάθε σωλήνα 

απομένει η λιποδιαλυτή φάση. Στην περίπτωση που 

επιθυμείται η καταμέτρηση ολικού λίπους δίνεται μεγάλη 

προσοχή να μην αναρροφηθεί λίπος από τη λιποδιαλυτή 

φάση. Στην περίπτωση καταμέτρησης των λιπαρών οξέων 

δεν υπάρχει πρόβλημα αν αναρροφηθεί μικρή ποσότητα 

λίπους.

11. Προζυγίζεται ένας γυάλινος(ψηλό) δοκιμαστικός σωλήνας 

(χωρίς το καπάκι)

12. H λιποδιαλυτή φάση φιλτράρεται στο νέο δοκιμαστικό 

σωλήνα μέσω φίλτρων Whatman No.1 (τα οποία 

προηγουμένως έχουν ξεπλυθεί με C:M 2:1). Τα φίλτρα όπως 

και τα falcon ξεπλένονται εκ νέου και το διάλυμα 

προστίθεται και αυτό στο γυάλινο σωλήνα. Με τον τρόπο 

αυτό εξασφαλίζεται ότι όλο το λίπος έχει συλλεχθεί και δεν 

έχει προσκολλήσει στα τοιχώματα, ή τουλάχιστον 

ελαχιστοποιούνται οι απώλειες.

13. Ο διαλύτης εξατμίζεται κάτω από ελεύθερου-οξυγόνου 

αζώτου στον απαγωγό. Οι σωλήνες μπορεί να μεταφερθούν 

έπειτα και στον αφυγραντήρα.

14. Επαναζύγιση των δοκιμαστικών σωλήνων για τον 

προσδιορισμό του ολικού λίπους (χωρίς το καπάκι).
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15. Στο σωλήνα με το αποξηραμένο λίπος προστίθεται μία 

ποσότητα C:M 2:1 που περιέχει 0,01% BHT (0,01% w/v) 

ώστε να δίνει μία σταθερή συγκέντρωση 10 ή 20 mg λίπους 

ανά ml διαλύματος. Το BHT προστίθεται ώστε να 

προστατεύσει το λίπος από οξείδωση των πολυακόρεστων 

λιπαρών του οξέων.

16. Το διάλυμα κατόπιν μεταφέρεται με μικροπιπέτα σε ένα 

γυάλινο φιαλίδιο το οποίο «φλασάρεται» με καθαρό άζωτο 

και αποθηκεύεται στους -20 °C σε γυάλινα φιαλίδια των 5 

ml. Σε περίπτωση που κάποια ποσότητα του διαλύματος 

περισσεύει απομακρύνεται από το φυαλίδιο.
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2.2 Μεθυλεστεροποίηση μέσω acid-catalysed transesterification

1. 1 mg ολικού λίπους (ισούται με 100 μΐ από 10 mg/ml ή 

50 μΐ από τα 20 mg/ml του παραπάνω διαλύματος) του 

δείγματος τοποθετείται σε γυάλινο δοκιμαστικό σωλήνα 

με καπάκι.

2. Στο δείγμα γίνεται προσθήκη 100 μΐ (0,1 mg το οποίο 

ισούται με 1/10 του βάρους του ολικού λίπους) καθαρού 

επταδεκανοϊκού οξέος (17:0) ως εσωτερικός δείκτης. 

Ανακάτεμα των διαλυμάτων.

3. Το διάλυμα εξατμίζεται κάτω από ελεύθερο-οξυγόνου 

άζωτο ώστε να απομακρυνθεί ο διαλύτης.

4. Προστίθενται 2 ml αντιδραστηρίου μεθυλεστεροποίησης 

μεθανόλης-θειικού οξέος (1% θειικό οξύ σε μεθανόλη 

κατά όγκο v/v)

5. Προστίθεται 1 ml τολουένης ώστε να βοηθήσει τη 

διάλυση των ουδέτερων λιπαρών ομάδων.

6. Ο δοκιμαστικός σωλήνας ανακινείται ισχυρά - vortex 

ώστε να αναμειχθούν τα διαλύματα και « φλασάρεται » 

με άζωτο

7. Ο σωλήνας τοποθετείται στους 50 οC σε ένα hot-block 

και αφήνεται για 16 ώρες (Μηδενίζοντας το timer στο 

hot-block). Στο σωλήνα τοποθετείται ένα κομμάτι χαρτί 

μεταξύ του σωλήνα και της τάπας για την αποφυγή της 

εκτίναξής της κατά τη θέρμανση
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8. Ο σωλήνας απομακρύνεται από το hot-block και 

αφήνεται να κρυώσει σε θερμοκρασία δωματίου

9. Στο σωλήνα προστίθενται 2 ml από 2% (w/v) KHCO3, 1 

ml isohexane:diethyl ether (1:1 v/v που περιέχει 0.01% 

(w/v) ΒΗΤ και 4 ml isohexane:diethyl ether (1:1 v/v)

10. O σωλήνας ανακινείται και έπειτα φυγοκεντρείται στους 

1500 rpm για 2 λεπτά

11. Το άνω οργανικό τμήμα μεταφέρεται σε ένα νέο γυάλινο 

σωλήνα

12. Στον αρχικό σωλήνα προστίθενται ξανά 5 ml 

isohexane:diethyl ether (1:1 v/v), ανακατεύεται και 

φυγοκεντρείται εκ νέου στους 1500 rpm για 2 λεπτά (για 

να ελαχιστοποιηθούν οι απώλειες του δείγματος)

13. Το άνω οργανικό τμήμα μεταφέρεται στο νέο σωλήνα 

όπως πριν και ο διαλύτης εξατμίζεται κάτω από 

ελεύθερου-οξυγόνου άζωτο

14. Στο FAME προστίθενται 100 μl isohexane, ανακινείται 

και μεταφέρεται σε φιαλίδια με καπάκι, τα οποία 

φλασάρονται με άζωτο και αποθηκεύονται στους -80 οC

15. Το FAME τοποθετείται με πιπέτα Paster σε γραμμές 2 

cm (με μολύβι), σε γυάλινα πιάτα TLC 20*20 cm 

καλυμμένα με σιλικόνη. Οι γραμμές απέχουν 

τουλάχιστον 1,8 cm από τη βάση του πιάτου. Οι γραμμές 

απέχουν μεταξύ τους 1.5 cm και 2 cm από κάθε πλευρά.
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16. Το πιάτο τοποθετείται κάθετα σε γυάλινο δοχείο με 

ειδικές υποδοχές για τα πιάτα σε 100 ml isohexane : 

diethyl ether : glacial acetic acid (90:10:1 v/v) και 

αφήνεται να τρέξει ο διαλύτης μέχρι 1 cm από την 

κορυφή του πιάτου

17. Το πιάτο αφήνεται να στεγνώσει στον απαγωγό.

18. Προαιρετικά: Για την οπτικοποίηση των FAME

ψεκάζουμε στην άκρη του πιάτου, προστατεύοντας το 

δείγμα με ένα ειδικό τετράγωνο κομμάτι τζαμιού, με 1% 

iodine σε chloroform (CHCL3) (w/v). Στις μπάντες που 

θα εμφανιστούν από το FAME, η ανώτερη είναι τα 

μονοακόρεστα λιπαρά και η κατώτατη είναι τα 

Πολυακόρεστα λιπαρά οξέα

19. Αφού έχει σημειωθεί η θέση που αναμένονται οι μπάντες 

του FAME να σχηματιστούν, η σιλικόνη από κάθε δείγμα 

ξύνεται με νυστέρι και συλλέγεται σε μια επιφάνεια (π.χ. 

χαρτί)

20. Η σιλικόνη τοποθετείται με τη βοήθεια γυάλινου χωνιού 

σε γυάλινο κοντό σωλήνα

21. Στη σιλικόνη προστίθεται 5 ml isohexane:diethyl ether 

(1:1 v/v) και 1 ml isohexane:diethyl ether (1:1 v/v + 

BHT).
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22. Οι σωλήνες φυγοκεντρούνται (1500 rpm για 2 min) και ο 

διαλύτης μεταφέρεται προσεκτικά μέσω προ-πλυμένου 

φίλτρου (Whatman No.1) σε ένα καθαρό σωλήνα

23. Ο διαλύτης εξατμίζεται με άζωτο και το καθαρό 

(purified) FAME μεταφέρεται σε μικρό γυάλινο φιαλίδιο 

για χρήση GC με 50 μΐ isohexane (+ BHT).

24. «Φλασάρονται» τα vials με άζωτο και αποθηκεύονται 

στους-80 °C

2.3 Αέρια χρωματογραφία (GC)

Τα δείγματα επεξεργάστηκαν με τη βοήθεια αέριου χρωματογράφου 

ο οποίος αποτελείται από:

1) Ένα σύστημα εισαγωγής του δείγματος (θάλαμος εισαγωγής)

2) Τη στήλη ανάλυσης, η οποία περιέχει τη στατική φάση (column)

3) Μια παροχή αδρανούς αερίου (φέρον αέριο)

4) Ένα θερμοστατούμενο κλίβανο

5) Έναν ανιχνευτή, ο οποίος ανιχνεύει τα διαχωρισμένα συστατικά του 

δείγματος (detector)

6) Έναν καταγραφέα με τον οποίο καταγράφεται το αποτέλεσμα του 

διαχωρισμού (recorder)

7) Έναν υπολογιστή ή ολοκληρωτή για την επεξεργασία

Τα μέρη (1), (2), (4) και (5) αποτελούν συνήθως ένα ενιαίο όργανο, 

τον «αέριο χρωματογράφο» (gas chromatography, GC), όπως και τα μέρη 

(6) και (7) συνιστούν το σύστημα πληροφοριών (data system).
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2.4 Στατιστική ανάλυση

Τα δεδομένα της περιεκτικότητας των ΛΟ στο μυϊκό ιστό της 

τσιπούρας (S. aurata) επεξεργάσθηκαν με τη μέθοδο της Ανάλυσης της 

Διακύμανσης Μονής Κατεύθυνσης (one-way ANOVA) και οι διαφορές 

κρίθηκαν στατιστικά σημαντικές για τιμές P < 0,05.
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Στο παρακάτω πίνακα φαίνονται συγκεντρωτικά τα λιπαρά οξέα 

(ΛΟ)στο που βρέθηκαν στο μυϊκό ιστό της τσιπούρας σε κάθε διατροφική 

ομάδα.

Τα κορεσμένα ΛΟ (SFA) που εντοπίστηκαν στα δείγματα μυϊκού 

ιστού ήταν έξι. Μεγάλες συγκεντρώσεις παρουσίασαν τα 16:0 και 18:0, 

όπως είναι και το αναμενόμενο για τους περισσότερους ζωικούς 

οργανισμούς (Karapanagiotidis 2007). Δεν παρατηρήθηκε παρόλα αυτά 

κάποια ουσιώδης αυξομείωση στις συγκεντρώσεις μεταξύ των ομάδων.

Τα μονοακόρεστα ΛΟ (MUFA) που ανιχνεύθηκαν ήταν στο σύνολο 

εννιά. Τις υψηλότερες συγκεντρώσεις παρουσίασε το ολεϊκό οξύ (18:1 n-9) 

ακολουθούμενο από το παλμιτολεϊκό οξύ (16:1 n-7). Το ελαϊκό οξύ 

παρουσίασε μια αξιοσημείωτη αύξηση στην ZLF20 ομάδα.

Τα πολυακόρεστα ΛΟ (PUFA) χωρίζονται στον πίνακα σε δύο 

κατηγορίες, στα ω-3 και ω-6 PUFA. Στη κατηγορία των ω-6 το λινολεϊκό 

οξύ LA (18:2 n-6) και το αραχιδονικό οξύ (20:4 n-6) παρουσίασαν τις 

υψηλότερες συγκεντρώσεις με το LA να παρουσιάζει μια ελάχιστη μείωση 

στις τιμές του από τη FM προς τη ZLF30 ομάδα. Το αραχιδονικό οξύ δε 

παρουσίασε κάποια σημαντική αυξομείωση. Όσων αφορά την ω-3 

κατηγορία PUFA το DHA (22:6 n-3), το EPA (20:5 n-3), το λινολενικό 

LNA οξύ (18:3 n-3) και το DPA (22:5 n-3) παρουσίασαν τις μεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις. Μια ελαφριά σταδιακή μείωση παρουσιάστηκε στις 

συγκεντρώσεις του LNA.
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Π ίνακας 8: Συγκέντρωση Λιπαρών Οξέων στο μυϊκό ιστό (% του ολικού λίπους) του 
είδους Spams aurata, η οποία σιτίστηκε με τις πειραματικές τροφές._____________________
Fatty acid FM ZLF10 ZLF20 ZLF30
12:0 0,03± 0,03 0,03± 0,03 0,05 ±0,01 0,05 ±0,01
14:0 2,40± 0,66 2,34± 0,36 2,62 ±0,30 2,01 ±0,33
15:0 0,27± 0,05 0,24 ± 0,02 0,25 ±0,02 0,22 ±0,03
16:0 17,26± 0,63 17,09 ±1,95 17,46 ±0,60 17,76 ±1,18
18:0 4,15± 0,39 4,26 ±0,18 4,10 ±0,60 4,54 ±0,47
20:0 1,70± 0,03 1,13 ±0,89 1,84 ±0,08 1,80 ±0,07
SFA 25,88 25,21 26,44 26,49

14:1 0,04 ± 0,05 0,03± 0,30 0,08± 0,03 0,06± 0,02
4,74 ± 0,78 4,43± 0,60 4,83± 0,69 3,83± 0,26

16:1n-7/n-9 0,43 ± 0,10 0,43± 0,05 0,47± 0,05 0,50± 0,03
18:1n-9 21,14 ± 1,54 22,60± 0,99 23,92± 1,49 21,31± 0,33
18:1n-7 3,50 ± 0,19 3,45± 0,12 3,30± 0,29 3,40± 0,04
20:1n-9 0,50 ± 0,3 0,51± 0,03 0,50± 0,01 0,49± 0,03
22:1n-11
22:1n-9 0,33± 0,05 0,34± 0,02 0,37± 0,01 0,33± 0,01
24:1n-9 0,48 ± 0,11 0,59± 0,02 0,49± 0,07 0,53± 0,09
MUFA 31,15 32,39 33,96 30,45

18:2n-6 14,43± 0,65a 13,31± 0,08a 13,32± 0,53a 11,83± 0,26a
18:3n-6 0,39± 0,14 0,22± 0,12 0,23± 0,14 0,32± 0,06
20:2n-6 0,60± 0,16 0,56± 0,07 0,53± 0,04 0,75± 0,07
20:4n-6 1,14± 0,18 1,13± 0,11 0,97± 0,16 1,21± 0,14
22:4n-6 0,11± 0,07 0,13± 0,06 0,04± 0,04 0,13± 0,13
22:5n-6 0,34± 0,06 0,36± 0,05 0,33± 0,05 0,40± 0,06
Total n-6 17,02a 15,71b 15,41b 14,65b

18:3n-3 2,26± 0,13a 2,20± 0,08a 2,16± 0,13a 1,75± 0,06b
18:4n-3 0,19± 0,01 0,19± 0,01 0,19± 0,02 0,17± 0,00
20:3n-3 0,20± 0,01 ab 0,23± 0,01a 0,22± 0,00a 0,19± 0,01b
20:4n-3 0,84± 0,05 0,90± 0,04 0,86± 0,03 0,90± 0,04
20:5n-3 7,57± 1,15 7,89± 0,56 7,16± 0,82 8,46± 0,41
22:5n-3 2,71± 0,45 2,88± 0,36 2,60± 0,21 2,80± 0,16
22:6n-3 12,18± 2,34 12,41± 2,03 10,99± 2,03 14,13± 0,93
Total n-3 25,95 26,69 24,19 28,40

n-3/n-6 1,53 1,70 1,57 1,94
Τιμές που φέρουν διαφορετικό εκθέτη είναι σημαντικά (P< 0,05) 
διαφορετικές μεταξύ τους
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Γενικά η σύσταση των ΛΟ του μυϊκού ιστού των ιχθύων δεν 

μεταβλήθηκε σημαντικά από το σιτηρέσιο που διατράφηκαν. Όλα τα ΛΟ 

ήταν παρόμοια μεταξύ των διατροφικών ομάδων με μοναδική εξαίρεση το 

LA.

Υπήρξε μια τάση μείωσης του LA στο μυϊκό ιστό των ιχθύων που 

διατράφηκαν με σιτηρέσια που περιείχαν Zophobas συγκριτικά με αυτών 

που διατράφηκαν αποκλειστικά με ιχθυάλευρο, η οποία ήταν σημαντική 

(P<0,05) στα ψάρια της ομάδας ZLF30. H ενσωμάτωση του Zophobas στα 

σιτηρέσια θα περίμενε κανείς να αυξάνει το LA στην τροφή διότι όπως 

είναι γνωστό (Finke et al., 2002, Benzaritha et al, 2020) το Zophobas 

περιέχει υψηλά ποσοστά αυτού του ΛΟ στους ιστούς του. Ωστόσο, ο λόγος 

που ανιχνεύθηκαν μειωμένα επίπεδα LA στους ιχθύες που διατράφηκαν με 

Zophobas είναι διότι τα σιτηρέσια ZLF περιείχαν χαμηλότερα ποσοστά 

χορήγησης σογιελαίου σε σχέση με την FM τροφή, το οποίο προσδίδει 

αρκετά μειωμένα ποσοστά LA στην τροφή, μιας και το σoγιέλαιο περιέχει 

περίπου 54% LA (Feedipedia 2020). Αυτό εξάλλου διαφάνηκε και στα 

σημαντικά μειωμένα επίπεδα ολικών n-6 PUFA στις ZLF τροφές 

συγκριτικά με το FM.

O λόγος που το σογιέλαιο ήταν μειούμενο στις τροφές ZLF είναι 

διότι η ενσωμάτωση του ZM αυξάνει την περιεκτικότητα λίπους στο 

σιτηρέσιο και προκειμένου να γίνουν οι καταρτισμοί ισοενεργειακοί 

προέκυψε η ανάγκη για μείωση του λίπους από άλλα συστατικά και
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προκειμένου να αποφευχθεί η μείωση του ιχθυελαίου που προσδίδει 

απαραίτητα λιπαρά οξέα επιλέχθηκε το σογιέλαιο.

Υπό την παραπάνω προϋπόθεση, η προσθήκη ZLF στο σιτηρέσιο 

οδηγεί σε μειωμένα επίπεδα n-6 στην τροφή και άρα αυξημένη αναλογία n- 

3/n-6 που είναι και μία επιθυμητή διατροφική στρατηγική.

Βέβαια αυτό είναι μια πρώτη αποτύπωση και για περισσότερο 

ασφαλή συμπεράσματα θα πρέπει να γίνουν περισσότερα δείγματα.

Η παρούσα εργασία είναι η πρώτη που μελετάει την επίδραση της 

υποκατάστασης του ιχθυαλεύρου από άλευρο Zophobas στο προφίλ 

λιπαρών οξέων της τσιπούρας.

Σε αρκετές δημοσιεύσεις αναφέρεται πως η προσθήκη αλεύρων 

εντόμων στη διατροφή των ιχθύων είναι εφικτή χωρίς αυτή να μειώνει την 

ανάπτυξή τους, με την πλειοψηφία των ερευνών αυτών να μελετούν το 

είδος Tenebrio molitor και λιγότερο το είδος Zophobas morio και άλλα είδη 

(Piccolo et a l, 2017, Iaconisi et al., 2017). Αυτό βέβαια εξαρτάται από το 

ποσοστό συμμετοχής του αλεύρου στην ιχθυοτροφή, το είδος του ψαριού, 

το είδος του εντόμου και τη θρεπτική σύσταση. Για παράδειγμα οι Fontes et 

al (2019) σύγκριναν διάφορα είδη εντόμων, μεταξύ άλλων το Z. morio και 

το T. Molitor, για την καταλληλότητά τους στη διατροφή της τιλάπιας του 

Νείλου (Oreochromis niloticus) καταλήγοντας πως το καταλληλότερο ήταν 

το άλευρο του T. molitor. Οι Jabir et al., (2012) που εξετάσανε 

αποκλειστικά το άλευρο του Zophobas στη διατροφή της τιλάπιας του 

Νείλου (Oreochromis niloticus), αναφέρουν πως ένα ποσοστό 25% και 50%
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αντικατάστασης του ιχθυαλεύρου μπορεί να συμπεριληφθεί σε μια 

διατροφή με 32% ολική πρωτεΐνη. Αναφέρουν επίσης πως στο 75% 

αντικατάστασης το ποσοστό λίπους αυξάνεται ελαφρώς.

Όσων αφορά την επίδραση στο προφίλ των λιπαρών οξέων των 

ιχθύων από τα άλευρα εντόμων, δεν υπάρχει εκτενή βιβλιογραφία, ειδικά 

για το είδος Zophobas moilitor. Οι Lock et al (2018) ασχολήθηκαν στην 

ερευνά τους με την επιρροή στο προφίλ των ΛΟ από τη προσθήκη του 

αλεύρου άλλων εντόμων στη διατροφή των ειδών Oncorhynchus keta και 

Oncorhynchus mykiss. Παρατήρησαν πως τα ποσοστά ω-3 μειώνονται στο 

μυϊκό τους ιστό, καθότι τα άλευρα αυτά περιέχουν μεγαλύτερα ποσοστά 

κορεσμένων και μονακόρεστων ΛΟ.

Καταλήγοντας, η αντικατάσταση του ιχθυαλεύρου με άλευρο 

Zophobas δείχνει να μην επηρεάζει την ανάπτυξη και το λιπιδικό προφίλ 

του μυϊκού ιστού της τσιπούρας (S. aurata). Ωστόσο οι ελλείψεις στη 

βιβλιογραφία κάνουν επιτακτική την ανάγκη για περαιτέρω έρευνα του 

είδος αυτού.
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