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OBJETIVOS

-Desarrollo de dietas artificiales.
-Optimizacion de las técnicas de engorde en tanques y jaulas.

-Desarrollar un modelo de “jaulas maternidad” con el objeto de contribuir a la repoblacion del medio
natural.

METODOLOGIA
El proyecto para su desarrollo se subdividi6 en tres subproyectos:
Subproyecto 1. Desarrollo de dietas artificiales.

Para tener una primera informacion sobre los requerimientos nutricionales de esta especie se
realizaron andlisis del contenido nutritivo detallado de los tejidos del pulpo, de las dietas naturales que se
habian empleado con anterioridad y de las empleadas en el presente proyecto, asi como también de las
materias primas (harinas) empleadas en la elaboracion de las dietas artificiales. También se realizaron
estudios de la fisiologia digestiva del pulpo y en particular de la forma en que operan las enzimas digestivas,
asi como también de la digestibilidad de proteinas v lipidos de dietas naturales y artificiales.

Se desarrollaron distintas formulaciones siguiendo diferentes procedimientos (ensilado y pastas de
pescado; dietas de textura gomosa aglutinados con distintos productos; y extrusionados), en una primera
fase se realizaron pruebas de estabilidad de las dietas y de aceptabilidad de las mismas por parte del pulpo
de forma paralela e independiente, y en aquellos casos en que se han obtenido resultados positivos se han
llevado a cabo experimentos para analizar la inclusion de distintas materias primas, atractantes, aminoécidos,
etc.

Subporyecto 2. Optimizacion de las técnicas de engorde en tanques y jaulas.

Se han abordado determinados factores que aun no estaban totalmente resueltos en la fase de
engorde y que afectan al crecimiento y la supervivencia, tales como la carga de cultivo, supervivencia,
dispersion de tamafios, separacion por sexos, maduracién gonadal, etc. Para ello se han realizado ensayos
tanto en tanques, por lo general utilizando réplicas, como en jaulas abordando en estas Ultimas disefios
distintos a los utilizados hasta ahora y que contribuyen a mejorar los rendimientos. También se ha realizado
un atlas histoldgico comparativo entre individuos sanos y posibles enfermos bajo condiciones de cultivo. En
base al conocimiento actual se ha realizado una analitica de constes para valorar econdmicamente la
viabilidad/rentabilidad de este tipo de explotaciones y a partir de ésta se han identificado los costes de
produccién que mayor repercusion tienen.

Subproyecto 3. Engorde industrial del pulpo y sostenibilidad de la actividad.

Se ha utilizado un modelo de jaulas para hembras con puestas, que permitan la incubacion de los
huevos hasta la eclosion y liberacion de las paralarvas en el medio para repoblacion. Para evaluar la eficacia
de esta medida se determind genéticamente la poblacion natural, los progenitores y huevos de pulpo
incubados y posteriormente los potenciales individuos repobladores, haciendo un seguimiento genético que
permitiera relacionar la eficacia del programa de repoblacion.

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final. 10
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES
Subproyecto 1. Desarrollo de dietas artificiales.

Se ha obtenido una base de datos importante de la composicidn nutritiva de dietas naturales y harinas
utilizadas usualmente en la elaboracion de piensos (proteina y lipidos totales, aminoacidos, clases lipidicas,
acidos grasos, colesterol y minerales), que junto con la composicion de los distintos tejidos del pulpo y los
estudios de digestibilidad enzimatica permiten interpretar resultados de ensayos de engorde y plantear
hipdtesis en cuanto a la formulaciéon de dietas para el pulpo de roca. De todas las dietas artificiales
ensayadas dos particularmente han superado las pruebas de estabilidad y aceptaciéon y han permitido
realizar ensayos de crecimiento con resultados positivos (que son los primeros para esta especie) aunque
nunca se han obtenido los valores maximos que esta especie puede alcanzar. Una de estas dietas, que
denominamos de aspecto gomoso, esta basada en pastas de pescado aglutinadas con alginato y la otra con
gelatina sin tratamiento térmico y pasta de calamar. También se han conseguido un crecimiento significativo
con una dieta seca extrusionada a base de harina de krill, trigo, gelatina y malto-dextrina.

Subproyecto 2. Optimizacidn de las técnicas de engorde en tanques y jaulas.

De las monodietas con productos naturales los mejores resultados (crecimiento, indice de conversién
y supervivencia) y similares a los obtenidos con la dieta control (boga-cangrejo), fueron obtenidos con la boga
de descarte (o de cultivo) y con el lirio. La temperatura 6ptima para esta especie se confirma entre los 15 y
24°C; salinidades situadas entre el 29 y 34 %o no afectan a los rendimientos, y tampoco densidades de cultivo
iniciales de 15 Kg/m®y 60 Kg/m? finales.

En jaulas la separacion por sexos no parece ofrecer ventajas significativas, pero la seleccion por
tamafios a simple vista de los ejemplares al inicio del engorde si mejora los rendimientos. En el cultivo en
jaulas, con las caracteristicas de las aguas Canarias, se recomienda no exceder las 8 semanas de cultivo y
partir de una densidad inicial de 10 kg/m3, lograndose con ello el dptimo crecimiento y supervivencia. En
general, la mortalidad se relaciona con la temperatura de cultivo, con la duracion de la fase de agrupacion de
stock y con la longevidad de los ejemplares. La jaula benténica generd un incremento de biomasa superior a
las experiencias en jaulas flotantes, lo que da lugar a un prometedor sistema de cultivo para esta especie.

La estructura de costes de una explotacion hipotética de engorde de pulpo refleja una actividad
intensiva con un inmovilizado (costes debidos a la inversion) relativamente importante, especialmente cuando
se realiza un solo ciclo de produccién al afio, frente a dos ciclos de produccién, ya que infrautiliza la inversidn
y esto determina que el inmovilizado alcance el 25% del coste de produccion. Los costes més elevados y, por
tanto, con més importancia econoémica son la alimentacién (38,57% y 40,03%, uno y dos ciclos de produccion
respectivamente), el inmovilizado (25,26% y 17,47%, respectivamente), los juveniles (16,65% y 23,02%,
respectivamente) y en cuarto lugar los costes salariales (14,34% y 15,60%, respectivamente).

Subproyecto 3. Engorde industrial del pulpo y sostenibilidad de la actividad.

El uso de ‘jaulas maternidad” en las instalaciones de engorde de pulpo, permitiria la liberacion al
medio de una gran cantidad de paralarvas, asi como el incremento de las pesquerias. La primera evidencia
de multiple paternidad en el superorden Octobrachia, es de gran importancia y debe ser considerada en los
estudios de genética de poblaciones y de conservacion, asi como en el disefio y manejo de la acuicultura de
O. vulgaris. La paternidad mdltiple puede representar un proceso que maximiza la recombinacion genética
con los multiples machos en un Unico acontecimiento reproductivo.

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final. 11
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2. Subproyecto 1. DESARROLLO DE DIETAS ARTIFICIALES.
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2.1. Analisis bioquimico.

2.1.1. Tipos de analisis, origen de las muestras y laboratorios.

Todos los participantes del proyecto.

El objetivo de esta actividad fue determinar la composicion en proteina bruta y perfil de
aminoacidos; lipidos totales, clases lipidicas, acidos grasos y colesterol; y minerales en el pulpo y en
alimentos naturales y materias primas para la elaboracion de piensos. En la tabla 1 se muestran el
origen de las muestras analizadas.

Tabla 1. Especies y harinas analizadas y origen de las muestras.

Especie Origen
Moluscos:
Pulpo (1) Octopus vulgaris Murcia
Meijillon Mytilus galloprovincialis Asturias, Galicia y Murcia
Calamar Loligo gahi Andalucia
Pota (2) Todarodes sp. Galicia
Crustaceos:
Langostino (3) Penaeus sp. Galicia
Patexo Polybius heslowi Galicia
Cangrejo Carcinus maenas Asturias y Murcia
Cangrejo de rio Procambarus clarkii Andalucia
Peces:
Bacaladilla Micromesistius poutassou Asturias y Galicia
Boga Boops boops Canarias y Murcia
Boga de cultivo Boops boops Canarias y Murcia
Jurel Trachurus trachurus Asturias
Lisa Mugil sp Catalufia
Mollera Trisopterus minutus Catalufia
Sardina Sardina pilchardus Murcia
Harinas:
Girasol Valencia
Gluten Valencia
Soja Valencia
Trigo Valencia
Proteina de gisante 75 Valencia
Krill Valencia
Pescado Valencia y Canarias

De todas las especies se analizd la fraccion comestible salvo: (1): ejemplar completo,
musculo, glandula digestiva y génada; (2): aletas y tentaculos; (3): cabezas.
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Todos los analisis de las distintas especies se realizaron en invierno y verano y procedentes
del medio natural, salvo la boga de cultivo que procede de las jaulas de engorde industrial de
dorada y lubina; también en este documento se le denomina como boga de descarte. En el pulpo se
analizaron muestras de animales completos, musculo (tentaculos), glandula digestiva y gbnadas. La
composicion de los alimentos o ingredientes se determind en la fracciones a utilizar, dependiendo
de la naturaleza del producto: 1) fraccion comestible en los organismos utilizados comunmente en
los distintos ensayos de engorde realizados hasta ahora (boga, sardina, cangrejo, mejillon, etc.); 2)
materias primas o ingredientes a utilizar en la fabricacién de piensos humedos o secos (harinas de
pescado, krill, soja, trigo, etc.); 3) descartes provenientes de la industria (aletas y tentaculos de pota,
cabezas de langostinos, etc.)., que podran ser triturados directamente para obtencion de pastas, o
ensilados.

Los analisis de macronutrientes se realizaron por los distintos laboratorios (ICCM, IRTA,
ETTP-USC, IMIDA, GAB-UPV), pero se realiz6 un ejercicio de intercomparacion entre ellos. El resto
de analisis, y para que los resultados fueran comparable, fueron realizados por cada laboratorio que
asumi6 un analisis especifico de todas las muestras. Concretamente, los aminoacidos fueron
realizados por la UPV, acidos grasos por el ICCM y ESM-USC, colesterol por la ETTP-USC y clases
lipidicas y minerales especificos por el IMIDA.

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final. 14
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2.1.2. Ejercicio de intercomparacion de analisis de macronutrientes entre los
distintos laboratorios.

IMIDA, C.A. de Murcia; ICCM, C.A. de Canarias; IRTA, C.A. de Cataluiia; ETTP-USC, C.A. de
Galicia; GAB-UPV, C.A. de Valencia.

Se llevd a cabo a partir de una muestra de lubina y otra de pulpo liofilizadas. Previamente,
cada una de ellas fue triturada hasta obtener una muestra homogénea, se distribuyé en placas Petri
y se congelé a -80 °C hasta su liofilizacion (liofilizador Heto Power-Dry LL3000). Finalmente, las
muestras se tamizaron y se guardaron en recipientes herméticos en la cdmara frigorifica a 4 °C. A
cada uno de los grupos participantes se les enviaron unos 15 g liofilizados de cada una de las
muestras para la determinacion de macronutrientes.

De cada muestra se ha analizado el contenido en humedad, proteina bruta, grasa y cenizas
de dos muestras liofilizadas correspondientes a la parte comestible de lubina y pulpo. Las
comunidades participantes han sido cinco: Canarias (ICCM), Catalufia (IRTA), Galicia (US), Murcia
(IMIDA y Valencia (UPV). Los métodos utilizados han sido: la proteina por el método Kjeldahl, con
un factor de conversion de nitrogeno a proteina de 6.25; la grasa por extraccion con éter de petréleo
por el método Soxhlet, la humedad secando a 105+£1°C hasta peso constante; y el total de ceniza
por incineracion a 450+2°C con un horno Mufla hasta peso constante. Para cada una de las
determinaciones analiticas realizadas en este ejercicio, el correspondiente valor de referencia se ha
establecido a partir de la media del conjunto de resultados. Asimismo la correspondiente variabilidad
aceptable se ha establecido a partir de la desviacion estandar del conjunto de resultados. Los
resultados de los diferentes laboratorios para cada uno de los parametros analizados se evalUa con
una puntuacion Z calculada a partir de:

Z=(xi-y)/c

donde x; es el resultado obtenido por el laboratorio, 1 es el valor asignado y o es la desviacion
estandar que define la variabilidad aceptable. La interpretacion de Z es la siguiente:

|Z|<2 satisfactorio
2<|Z|<3 cuestionable
|Z|>3 rechazable

En las Tablas 1 y 2 se muestran los resultados de los analisis hechos por las distintas
Comunidades, tanto de la composicion en macronutrientes de la muestra de lubina como la de
pulpo. El valor |Z| se encuentra para todos los macronutrientes y en todas las comunidades por
debajo de 2, siendo en todos los casos un resultado satisfactorio (Tablas 3 y 4). Si bien, con el
objetivo de optimizar tanto la reproducibilidad como la repetibilidad de los resultados se hacen las
siguientes consideraciones. La cantidad de agua de las muestras es muy baja ya que se trata de
muestras liofilizadas (Tablas 1y 2), sin embargo, vemos que los valores mas bajos y mas altos se
dan en las mismas comunidades. Galicia tiene los valores mas altos y Murcia los més bajos (Tablas
3y 4). Esto no debe ser fruto mas que de el tiempo que se tard6 en analizar la muestra desde que
se recibio y de como se almacend durante ese periodo. Al expresar y comparar los resultados en
sustancia fresca estas diferencias en la determinacion de la humedad se anulan.
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Por otra parte, entre los macronutrientes analizados la mayor variabilidad la presentan los
resultados de proteina y de grasa. El contenido de minerales totales para todas las comunidades es
muy homogéneo (Tablas 1y 2). Con respecto al contenido en proteina, Murcia obtiene para las dos
muestras los valores mas altos (Tablas 3 y 4) y se decide revisar el método y los factores que
podrian influir en él. Con respecto a la grasa se observan dos subgrupos: Galicia y Canarias por un
lado y Catalufia, Valencia y Murcia por otro. Estos grupos se invierten segun la muestra analizada,
valores més altos en un caso y méas bajos en otro (Tablas 3 y 4). Se decide revisar las técnicas.

Tabla 1. Composicion en macronutrientes de la muestra de lubina.

Humedad Proteina Grasa Cenizas

Canarias 2,45+0,08 63,1240,07 27,37+0,11 3,76+0,21
Cataluia 2,34+0,07 58,54+0,50 32,5340,09 3,70+0,02
Galicia 4,73+0,06 61,1940,62 19,50+4,47 3,9240,03
Murcia 0,38+0,14 66,39+0,12 29,87+0,64 4,26+0,29
Valencia 1,10+0,02 60,84+0,27 32,73+0,17 4,27+0,02
Promedio 2,16+1,66 61,77+2,82 29,34+5,39 4,01+0,28

Materia seca Proteina s.s. Grasa s.s. Cenizas s.s.
Canarias 97,55+---- 64,71+ 28,06+---- 3,854----
Cataluia 97,66+0,07 59,94+0,50 33,3140,10 3,7940,02
Gallicia 95,2740,06 64,23+0,62 20,47+4,70 4,11+0,03
Murcia 99,62+0,14 66,64+0,18 29,99+0,61 4,27+0,28
Valencia 98,90+0,02 61,5340,33 33,1040,23 4,31+0,02
Promedio 97,84+1,66 63,21+2,63 29,1345,58 4,10+0,25

Tabla 2. Composicién en macronutrientes de la muestra de pulpo.

Humedad Proteina Grasa Cenizas

Canarias 3,71+£0,13 82,3440,59 3,36+0,09 11,26+0,13
Cataluia 2,94+0,09 82,24+0,48 0,9340,12 11,70+0,03
Gallicia 5,19+0,04 78,37+1,54 3,02+1,10 11,69+0,07
Murcia 2,68+0,09 85,70+0,82 1,40+0,38 11,03+0,49
Valencia 2,38+0,26 77,7040,39 0,93+0,18 12,21+0,40
Promedio 3,33+1,12 80,86+3,32 1,56+1,04 11,62+0,51

Materia seca Proteina s.s. Grasa s.s. Cenizas s.s.
Canarias 96,29+---- 85,51+~ 3,49+---- 11,69+----
Catalufa 97,06+0,09 84,73+0,44 0,95+0,12 12,06+0,03
Galicia 94,81+0,04 82,66+1,66 3,19+1,16 12,32+0,07
Murcia 97,3240,09 88,06+0,87 1,43+0,39 11,33+0,51
Valencia 97,62+0,26 79,43+0,40 1,05+0,23 12,51+0,44
Promedio 96,67+1,12 83,86+3,28 1,80+1,15 12,03+0,53
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A. Humedad YA
Murcia 0,38 -1,07
Valencia 1,10 -0,64
Promedio 2,16 0,00
Catalufa 2,34 0,11
Canarias 2,45 0,17
Galicia 473 1,55
B. Proteina s.s. Z
Catalufa 59,94 -1,25
Valencia 61,53 -0,64
Promedio 63,21 0,00
Gallicia 64,23 0,39
Canarias 64,71 0,57
Murcia 66,64 1,31
C. Grasas.s. Z
Galicia 20,47 -1,55
Canarias 28,06 -0,19
Promedio 2913 0,00
Murcia 29,99 0,15
Valencia 33,10 0,71
Catalufa 33,31 0,75
D. Cenizas s.s. VA
Catalufa 3,79 -1,26
Canarias 3,85 -0,99
Promedio 410 0,00
Galicia 411 0,05
Murcia 427 0,69
Valencia 4,31 0,85
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Tabla 4. Muestra de pulpo.

Humedad VA
Valencia 2,38 -0,85
Murcia 2,68 -0,58
Catalufia 2,94 -0,35
Promedio 3,33 0,00
Canarias 3,71 0,34
Gallicia 519 1,66

Proteina s.s. Z
Valencia 79,43 -1,35
Gallicia 82,66 -0,37
Promedio 83,86 0,00
Catalufia 84,73 0,27
Canarias 85,51 0,50
Murcia 88,06 1,28

Grasa s.s. Z
Catalufia 0,95 -0,73
Valencia 1,05 -0,65
Murcia 1,43 -0,32
Promedio 1,80 0,00
Galicia 3,19 1,20
Canarias 3,49 1,46

Cenizas s.s. Z
Murcia 11,33 -1,30
Canarias 11,69 -0,62
Promedio 12,03 0,00
Catalufia 12,06 0,06
Galicia 12,32 0,54
Valencia 12,51 0,90
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2.1.3. Analisis de macronutrientes.

IMIDA, C.A. de Murcia; ICCM, C.A. de Canarias; IRTA, C.A. de Cataluiia; ETTP-USC, C.A. de
Galicia; GAB-UPV, C.A. de Valencia.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.

- Crustaceos: La humedad supero el 74,8 % en todas las muestras, con valores extremos del 86,5
% en el patexo (Polybius henslowi). El contenido en proteina oscilé entre el 7 % en esta ultima
especie y el 15,4 % en Carcinus maenas, el de lipidos entre el 1y 1,7 % y el de minerales entre el
32y7,6%.

- Materias primas: Se caracterizaron por su bajo contenido en humedad, inferior al 11 % en todos
los casos, y elevado contenido en proteina. El mayor contenido en proteina se observo en las
harinas de proteina de guisante (71,5 %) y pescado (69,5 %), y el menor en las de girasol (31,2 %) y
trigo (11,2 %). La harina de krill presentd un elevado porcentaje de grasa (23,9 %) y minerales (9,8
%), los cuales mostraron valores maximos en las harinas de pescado (13,8-20,0 %).

- Moluscos: Presentan una humedad superior al 70 % y un contenido en proteina entre el 11y 19 %.
Los contenidos en grasa y minerales son bajos, sin superar el 3,1 % en ninguna de las muestras
analizadas.

- Peces: El contenido en humedad oscil6 entre el 52 % (Boops boops, procedente de granjas de
cultivo en Canarias) y 81 % (Boops boops, salvaje procedente de Murcia), relacionandose
inversamente con el nivel lipidico de las especies. Este fue muy variable, entre el 0,1 % en
Trisopterus minutus y 28,3 % en Boops boops. El contenido en minerales oscilé entre el 1,0 %
(Boops boops) y el 5,6 % (Mugil sp.).

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final. 19
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2.1.4. Aminoacidos.

GAB-UPV, C.A. de Valencia.

La diferencia mas aparente entre la nutricién de los vertebrados terrestres y los
acuaticos es la relacion entre los requerimientos de proteina y energia, observandose un patrén
extremo en los cefalopodos (50 g/MJ para crecimientos 6ptimos). Este valor tan alto puede
explicarse por el predominio del metabolismo de amino&cidos y su uso para energia (Lee, 1994).
Puesto que los aminoacidos son utilizados como fuente energética no tiene sentido separarlos
del resto de energia de la dieta. La estrategia adecuada seria tratar de mejorar la calidad de la
proteina suministrada optimizando el balance de aminoacidos. La determinacion del contenido
en aminoacidos en el pulpo, de dietas naturales y de distintas materias primas serviria para
optimizar el balance de aminoacidos en la formulacién de piensos para el pulpo.

Material y Métodos.

Se analizaron 33 muestras diferentes procedentes de las CCAA participantes en el Plan
Nacional “Optimizacion del engorde de pulpo Octopus vulgaris 2007-2009” (Andalucia, Asturias,
Catalufia, Canarias, Galicia, Murcia y Valencia), recogiéndose tanto en verano como en invierno.
Los aminoacidos se determinaron en la UPV por HPLC usando un detector de fluorescencia
(Model 474, Waters) segun Bosch et al. (2006) y empleando &cido amino butirico como patrén
interno. Se empleo la cantidad de muestra liofilizada necesaria para contener 50 mg de proteina
bruta. Se calcularon: Valor patron = mgAAmuestra/mgAApulpo*100; Coémputo quimico: Valor
minimo de los valores patron de los AA esenciales; indice de Oser: Media geométrica de los
valores patrén de los AA esenciales.

Resultados.

Tabla 2. Resultados aminoacidos ASTURIAS INVIERNO

Aminoéacidos
mg aac/100 g .
CANGREJO LIRIO MEJILLON JUREL BOGA

AC.L.CISTEICO 1146,19 1582,11 1639,38 1142,92 1466,42
ASP 4392,18 7438,02 5090,30 6150,09 7647,26
SER 2164,70 3255,58 2733,87 2433,72 3264,98
GLU 6137,89 10825,51 6355,13 8783,97 11042,42
GLY 3807,61 3361,13 5428,62 3475,21 4348,49
HIS 1267,10 1739,15 1131,59 1994,13 3674,75
NH3 1374,51 1709,52 1807,09 1452,75 2065,06
ARG 6824,08 5623,15 10707,10 4889,15 6275,27
THR 2381,02 3661,22 3082,93 2754,09 3940,39
ALA 2572,55 4591,07 2767,86 3712,29 4625,17
L.MET.SULF. 812,16 2045,05 876,07 1647,23 1990,36
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PRO 2055,27 2579,51 1899,33 2065,13 2646,79
ABA 5251,53 7545,85 5780,64 6087,29 7703,06
TYR 1828,82 3257,82 1470,25 1633,22 2892,38
VAL 2070,45 3658,36 2260,81 2848,04 4104,44
LYS 3173,82 6725,03 3778,31 5571,74 6950,62
ILE 1849,44 3314,06 2032,18 2502,32 3628,93
LEU 3189,16 6112,32 3220,82 4545,97 6291,37
PHE 1940,10 3274,51 2983,54 2206,20 3452,83

Tabla 3. Resultados aminoacidos ASTURIAS VERANO

Aminoécidos
mg aac/100 g

Lirio Jurel Cangrejo Mejillon
AC.L.CISTEICO 1688,20 1224,41 1375,14 1469,14
ASP 8944,01 6734,31 5808,43 5707,21
SER 3439,74 2901,08 2647,15 2816,68
GLU 13501,43 10114,99 8530,70 7507,98
GLY 4568,87 4496,70 3217,98 5028,34
HIS 1481,48 2094,00 1614,09 1005,07
NH3 244810 1849,00 1732,60 1605,49
ARG 5342,15 5381,33 6319,95 9929,52
THR 3070,98 2781,78 2469,63 2149,88
ALA 4922,72 4066,05 2430,76 2792,13
L.MET.SULF. 2312,59 1877,79 1512,81 1095,68
PRO 3150,76 2364,04 3269,44 2280,29
ABA 7639,9%4 7306,56 574415 6338,50
TYR 2115,90 1734,97 1906,54 1645,17
VAL 3460,21 2955,43 2456,98 1967,17
LYS 8161,27 6535,61 458417 4632,88
ILE 3447,22 289547 2293,53 1977,23
LEU 6212,25 5082,59 3795,05 3204,58
PHE 2891,82 2596,04 2091,15 1681,10
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Tabla 4. Resultados aminoacidos IMIDA INVIERNO

Aminoacidos
mg aac/100 g Pulpo Pulpo |Hepatopan| Pulpo Boga Boga

completo musculo creas gonadas | salvaje crianza | Sardina | Cangrejo
AC.cisteico 1576,41 1500,30 | 2705,35 | 2039,12 | 2379,12 | 1270,07 | 1672,90 | 1315,98
ASP 7527,39 7506,00 | 6220,45 | 6088,99 | 9702,20 | 5329,24 | 10027,37 | 5374,92
SER 3398,35 3541,87 | 2964,19 | 3298,59 | 405311 | 192247 | 3802,71 | 2244,08
GLU 10465,66 10404,57 | 7252,28 | 7769,32 | 1402326 | 7323,63 | 13887,14 | 687444
GLY 4605,79 5206,22 | 2737,62 | 2881,37 | 433156 | 217582 | 4334,84 | 341117
HIS 1255,38 1316,72 | 1326,40 | 1389,49 | 265568 | 2446,11 | 3080,07 | 1356,19
NH3 2016,91 1891,85 | 1951,32 | 175714 | 2217,48 | 1280,31 | 2498,92 | 1913,06
ARG 13892,25 14980,30 | 8919,80 | 14783,34 | 7051,33 | 2747,46 | 6420,87 | 6133,02
THR 2760,61 2990,06 | 2670,77 | 2777,32 | 402122 | 1956,39 | 3803,22 | 242727
ALA 3748,00 3654,97 | 2736,31 | 278144 | 5290,67 | 288559 | 5483,63 | 2948,94
L.MET.SUL 1336,90 1254,58 | 1089,70 | 1088,69 | 2364,85 | 1220,30 | 2551,65 | 2801,53
PRO 2628,74 2760,30 | 1966,26 | 223158 | 2890,09 | 1410,77 | 2932,03 | 284358
ABA 7296,72 702419 | 6662,65 | 6221,80 | 7568,20 | 7004,44 | 545557 | 5284,90
TYR 1756,02 1844,57 | 1881,71 1942,83 | 247343 | 1273,49 | 239906 | 1624,21
VAL 2675,67 2667,87 | 2596,00 | 2611,71 | 4240,40 | 2290,86 | 4329,35 | 234941
LYS 5326,22 497329 | 4392,68 | 4912,74 | 844886 | 4764,84 | 914611 | 372577
ILE 2755,84 2726,62 | 2552,74 | 2463,20 | 372225 | 1940,57 | 3739,67 | 2026,67
LEU 4727,01 4766,05 | 3873,30 | 4051,35 | 6776,35 | 3568,36 | 6630,61 | 3326,98
PHE 1944 45 2038,32 | 222535 | 2083,65 | 2860,37 | 1502,05 | 2959,93 | 1873,00
Tabla 5. Resultados aminoécidos IMIDA VERANO
Aminoacidos
mg aac/100 g

Pulpo Glandula | Musculo Pulpo | Pulpo Completo Sardina Cangrejo
AC.L.CISTEICO 2673,26 1228,99 1413,98 1082,90 1152,93
ASP 5706,33 5352,45 5803,13 4340,50 4298,08
SER 3255,46 2845,62 3422,15 2138,22 1899,21
GLU 7609,67 7725,62 8420,19 6286,56 5698,66
GLY 3518,09 4023,07 532777 2845,54 2689,22
HIS 1658,93 1258,54 1627,23 2649,96 1327,42
NH3 1504,43 1430,57 1471,40 1085,56 1429,42
ARG 9814,39 16134,94 17677,93 4026,79 5554,08
THR 3536,04 2889,59 3437,64 2406,45 2158,18
ALA 2985,31 3074,80 3333,61 2863,21 272144
L.MET.SULF. 1268,83 1079,57 1172,79 1430,55 822,83
PRO 2198,19 2476,50 2885,32 1685,25 2375,66
ABA 679475 7080,09 7187,51 5474,69 5078,03
TYR 2215,65 224521 2621,18 1814,04 1778,04
VAL 2922,05 2290,16 2694,50 2468,86 1991,44
LYS 441794 3817,03 3958,28 3947,54 3138,39
ILE 2978,53 2317,41 2791,93 2095,80 1718,40
LEU 4682,31 4193,85 488425 3787,98 2875,38
PHE 2773,16 2109,74 2785,43 2310,01 1832,25
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Tabla 6. Resultados aminoacidos UNIVERSIDAD SANTIAGO DE COMPOSTELA |

Aminoéacidos
mg aac/100 g .
POTA CABEZA CAMARON MEJILLON BACALADILLA

AC.L.CISTEICO 1149,17 1410,03 2665,17 1957,08
ASP 6193,21 4860,78 5177,49 9238,65
SER 2680,19 2443,10 3517,01 3686,47
GLU 8774,11 6223,55 6630,36 13075,00
GLY 5234,23 5233,27 4988,24 4337,36
HIS 1180,37 1660,08 1330,50 1651,78
NH3 1452,25 1704,11 1867,14 2448,77
ARG 5382,88 6119,68 8811,03 6050,96
THR 2711,40 2291,63 3382,55 3871,67
ALA 3839,82 2898,48 3177,19 5635,65
L.MET.SULF. 1234,15 1033,90 1234,51 2396,49
PRO 3068,42 2329,89 2338,24 2601,86
ABA 6153,60 5389,30 6244,43 7432,97
TYR 1569,34 1878,11 2218,00 2604,60
VAL 2478,83 2553,74 2759,62 4249,78
LYS 444910 2924,11 4747 .67 8233,18
ILE 2602,52 2163,19 2399,95 3694,31
LEU 4636,61 3556,34 4028,41 7044,70
PHE 1872,16 2489,93 2141,55 3248,43

Tabla 7. Resultados amino&cidos UNIVERSIDAD SANTIAGO DE COMPOSTELA Il

Aminoacidos
mg aac/100 g .
MEJILLON LIRIO

AC.L.CISTEICO 921,02 1379,43
ASP 8184,01 6712,27
SER 3494,42 3856,35
GLU 11776,43 8131,17
GLY 5229,72 4981,75
HIS 1270,90 1131,81
NH3 2071,60 2006,84
ARG 5195,17 7661,65
THR 3051,60 2932,98
ALA 5123,01 3345,23
L.MET.SULF. 1323,97 1057,97
PRO 2810,09 2457,39
ABA 7473,05 5767,53
TYR 1536,18 1724,28
VAL 3220,98 2548,68
LYS 6801,54 5680,07
ILE 2797,79 2306,43
LEU 5203,31 3737,27
PHE 2405,17 1898,88
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Tabla 8. Resultados aminoacidos IRTA INVIERNO

Aminoacidos
mg aac/100 g
TRISOP MUJIL
AC.L.CISTEICO 1999,06 1597,62
ASP 7990,61 6201,25
SER 3737,58 291175
GLU 1222472 8916,94
GLY 4291,48 3680,91
HIS 1963,79 2092,21
NH3 1776,63 1398,12
ARG 8396,17 5274,89
THR 4082,86 3253,08
ALA 5159,01 3953,22
L.MET.SULF. 2462,79 1916,71
PRO 2224.86 2198,00
ABA 8189,41 6581,74
TYR 3314,94 2343,61
VAL 4011,91 3271,50
LYS 7345,34 6072,25
ILE 3563,38 2931,71
LEU 6521,28 5200,61
PHE 4009,98 2586,67
Tabla 9. Resultados aminoacidos IRTA VERANO

Aminoacidos

mg aac/100 g

MUGIL MOLLERA

AC.L.CISTEICO 1583,58 1937,23
ASP 8013,97 9600,70
SER 3037,05 3809,10
GLU 11098,57 13866,91
GLY 3795,00 4261,51
HIS 1747,72 1845,23
NH3 2096,63 2491,26
ARG 5531,79 7641,79
THR 3343,72 4329,69
ALA 4941,86 6398,01
L.MET.SULF. 1959,77 258452
PRO 2434,24 2880,12
ABA 8433,09 7211,25
TYR 1874,85 2778,34
VAL 3886,04 5071,94
LYS 7019,13 8913,10
ILE 3313,41 4502,69
LEU 5886,33 7865,12
PHE 2435,88 3509,30
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Tabla 10. Resultados aminoacidos ANDALUCIA

Aminoécidos
mg aac/100 g
CALAMAR CANGREJO DE RiO

AC.L.CISTEICO 1632,55 1269,51
ASP 7808,89 7020,73
SER 3031,60 2672,03
GLU 10558,46 10259,20
GLY 3549,63 3488,26
HIS 1181,41 1347,84
NH3 2043,15 2289,44
ARG 10940,87 5659,36
THR 282741 2635,27
ALA 3688,58 4220,97
L.MET.SULF. 1817,29 1240,07
PRO 3789,07 2202,37
ABA 6305,83 5336,74
TYR 1772,99 1827,79
VAL 2644,21 2799,15
LYS 5966,39 5047,37
ILE 2649,03 2603,22
LEU 4815,22 4643,08
PHE 2207,36 2315,80

Tabla 11. Resultados aminoacidos CANARIAS

JACUMAR

JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Aminoacidos
mg aac/100 g

BOGA SALVAJE BOGA PEQUENA | DORADA DEFORME HARINA
AC.L.CISTEICO 1574,91 1001,65 1081,21 1053,09
ASP 8345,54 6312,40 5148,20 6778,27
SER 3147,69 249443 2040,18 344514
GLU 11985,88 9055,49 7273,77 9958,88
GLY 3550,21 2710,62 2616,07 7296,14
HIS 2117,24 3052,26 1188,74 1324,91
NH3 2031,18 1561,95 1234,43 1788,38
ARG 5122,35 3769,75 3592,94 5133,05
THR 3441,27 2520,43 2079,63 2829,14
ALA 4710,64 3511,93 2908,61 4624,59
L.MET.SULF. 2118,52 1541,23 1363,22 1873,59
PRO 2260,28 1659,56 1524,41 3580,41
ABA 7795,67 7820,22 484945 6728,78
TYR 2253,48 1719,28 1358,91 1845,53
VAL 3529,74 2727,27 2221,92 2888,71
LYS 7672,29 5883,67 4754,27 5278,31
ILE 3127,53 2391,66 1905,40 2327,29
LEU 5724,37 4380,60 3450,58 4289,92
PHE 2535,71 2014,83 1576,04 2107,08
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Los aminodcidos esenciales mas abundantes en el pulpo fueron la arginina, leucina y lisina (210,
64 y 62 mgAA/g Prot., respectivamente); y los no esenciales glutamato, aspartato y glicina (126, 89 y 66
mgAA/g Prot.) (Fig. 1), corroborando los resultados obtenidos previamente por Villanueva et al. (2004).

El aminoacido limitante en todas las muestras analizadas fue la arginina, con valores de
Computo quimico minimos en peces, como la boga (27-40 %), el lirio (33 %), o la lisa (37 %), intermedios
para los crustaceos (53-54 %) y maximos para moluscos como el calamar (71 %) y el mejillén (81 %), y
sugiriendo que estos dos Ultimos podrian cubrir mejor los requerimientos de arginina que los restantes. El
indice de Oser reflejo igualmente un balance global de amino&cidos esenciales mas apropiado en el
mejillén, el calamar y los crustaceos, con peores resultados para los peces y harina de pescado (Fig. 2).

B Pulpo (MUR) E Calamar (AND) O Meijillon (AST)
B Cangrejo (MUR) @ Cangrejo rio (AND) B Sardina (MUR)
OLirio (GAL OH. Soja (Val OH. Girasol (VAL

Figura 1. Contenido en aminoacidos (mg AA/g Prot.) en el pulpo y en diferentes dietas naturales.
Valores medios entre las muestras de verano e invierno. Aminoacidos sombreados considerados
esenciales.

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final. 27



e S, SECRETARIA GENERAL
DEL MAR
Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL

ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

ﬁﬁﬁ JACUMAR

B PULPO (MUR) DMEJILLON (AST) OMEJILLON (GAL) B CALAMAR (AND) O POTA (GAL)

Figura 2.

EPULPO (MUR) B CANGREJO (MUR) B CANGREJO (AST)
B CANGREJO DE RIO (AND) @ CABEZA CAMARON (GAL)

Figura 3.
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B PULPO (MUR) T BOGA (MUR)
B SARDINA (MUR) OLIRIO (AST)

B BOGA (AST) T BOGA (CAN)

B DORADA DESCARTE (CAN) B MOLLERA (CAT)
T LIRIO (GAL)

Figura 4.

BBOGA CRIANZA (MUR)
DJUREL (AST) _
TOBOGA PEQUERA (CAN)
ELISA (CAT)

BPULPO (MUR) W H. PESCADO (CAN) T H. PESCADO (VAL) OH. KRILL (VAL)

EH. TRIGO (VAL) OH. GIRASOL (VAL) OT. SOJA (VAL)

Figura 5.
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Conclusiones.

-La arginina representa el AA limitante en todas las muestras analizadas, siendo los
moluscos y crustaceos las dietas naturales que mejor cubririan los requerimientos de
este AA.

El mejor balance proteico para la alimentacion del pulpo se ha obtenido igualmente en
moluscos y crustaceos, y por orden de importancia en el mejillon, cangrejo comun y
calamar.

-Todas las especies de peces y las harinas de pescado y krill analizadas estarian bien
balanceadas para la alimentacién del pulpo considerando todos los AA esenciales con
excepcion de la arginina.

-Las harinas vegetales presentaron el peor balance de aminoéacidos, con deficiencias
evidentes para la arginina y treonina en todas ellas, lisina en trigo y girasol, y metionina
en soja y guisante.

Bibliografia

Villanueva, R., J. Riba, C. Ruiz-Capillas, A. V. Gonzalez y M. Baeta. 2004. Aminoacid
composition of early stages of cephalopods and effect of aminoacid dietary treatments on
Octopus vulgaris paralarvae. Aquaculture: 455-478.

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final. 31



g'“;mp T SECRETARIA GENERAL Mc"mn
" ¥ MEDIO RURALY MARINO e JUNTA NACIONAL

ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

2.1.5. Clases lipidicas.

IMIDA, C.A de Murcia.

Metodologia.

Inicialmente la grasa fue extraida por el método de Folch et al. (1957), disuelta en hexano y
mantenida en viales en el ultracongelador a -80 °C hasta su uso. Posteriormente, la concentracion de
grasa se reajusté a 10 ug/ul (10 mg/ml) con cloroformo/metanol (2:1) en viales aparte. Se aplicaron 15 ug
de lipidos totales por muestra mediante un inyector automatico LINOMAT 5 (CAMAG) (Fig. 1A) en placas
de Silicagel 60 de 20x10 cm para HPTLC. La separacion de las clases lipidicas se llevo a cabo por
cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC) empleando inicialmente una mezcla de disolventes
para los lipidos polares (Metilacetato: Isopropanol: Cloroformo: Metanol: 0,25 % KCl. 5:5:5:2:1,8 viv) y
posteriormente otra para lipidos neutros (Hexano: Dietil eter: Acido acético glacial. 16:4:0,4 v/v). Las
bandas resultantes se leyeron mediante un Scanner para evaluacién densitometrica (TLC Scanner 3,
Camag) (Fig. 1B), de acuerdo con Olsen y Henderson (1989). Los resultados obtenidos se expresaron
cuantitativamente como mg de cada clase lipidica presentes por cada 100 g de muestra en peso humedo.

B o [ \
cavias (R : LINOMAT 5

A

Fig. 1(A-B). Autoinyector (A) y scanner (B) empleados para la determinacion de las clases lipidicas.

Folch, J., Lees, M. y Sloane-Stanley, G.H. (1957). A simple method for the isolation and purification of
total lipids from animal tissues. J. Biol. Chem. 226: 497-509.

Olsen, R.E., Henderson, R.J. (1989). The rapid analysis of neutral and polar marine lipids using double-
development HPTLC and scanning densitometry. J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 129: 189-197.

Identificacion de las bandas correspondientes a las clases lipidicas.

En primera instancia se determiné el orden de aparicion y la posicion de referencia de cada una
de las clases lipidicas aplicando cada una de ellas por separado y a partir de disoluciones elaboradas con
patrones puros (Tablas 1y 2; Fig. 2). Las clases de lipidos para las cuales no se dispuso de patron puro
se identificaron segun Olsen y Henderson (1989).
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Tabla 1. Clases de lipidos, abreviaturas empleadas en el presente informe y formas de

calculo.

LiPIDOS POLARES ABREV.  CALCULO*
Lisofosfatidilcolina LPC Cuantitativo
Esfingomielina SM Cuantitativo
Fosfatidilcolina PC Cuantitativo
Lisofosfatidiletanolamina LPE Cuantitativo
Fosfatidilserina PS Cuantitativo
Fosfatidilinositol PI Cuantitativo
Fosfatidiletanolamina PE Cuantitativo
Acido fosfatidico/Cardiolipina/Fosfatidilglicerol PAICL/PG  Cuantitativo
Digalactosil diacilgliceroles DGDG Cualitativo
Sulfolipidos SL Cualitativo
Cerebrosidos CE Cualitativo
Monogalactosil diacilgliceroles MGDG Cualitativo
Pigmentos PIG Cualitativo
LiPIDOS NEUTROS

Monoglicéridos (Monoleina) MG Cuantitativo
Colesterol (Colesterol) CHO Cuantitativo
Diglicéridos (Dioleina) DG Cuantitativo
Estandar interno (Oleil alcohol) OA Cuantitativo
Acidos grasos libres (Acido oléico) FFA Cuantitativo
Triglicéridos (Trioleina) TG Cuantitativo
Esteroles (Colesteril oleato) SE Cuantitativo
Ceras (Oleil estearato) WE Cuantitativo

Fig. 2. Identificacion de la posicion de referencia de los lipidos polares.
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El &cido fosfatidico, el fosfatidilglicerol y la cardiolipina ocuparon la misma posicion de referencia,
asi como los esteroles y las ceras por lo que los resultados de estas sustancias se expresaron
conjuntamente. Igualmente, los diglicéridos ocuparon la misma posicion de referencia que el estandar
interno (Oleil alcohol) por lo que se desaconseja la inclusion de este Ultimo en las muestras para evitar
interferencias. Su uso implica por lo tanto la aplicacion en una pista diferente a la de las muestras.

Tabla 2. Clasificacion de las clases lipidicas segun su posicion de

referencia en la placa (Rf) y orden de aparicion.

Sustancia Pos. Ini. Pos. Fin. Pos.(mm) Pos relativa
LPC 0.09 Rf 0.11 Rf 18,1 1
LPC 0.08 Rf 0.11 Rf 18,0 1
SM 0.12Rf 0.18 Rf 22,5 2
SM 0.12Rf 0.18 Rf 22,4 2
PC 0.18 Rf 0.23 Rf 26,4 3
PC 0.17 Rf 0.24 Rf 26,4 3
LPE 0.25Rf 0.29 Rf 32,9 4
LPE 0.26 Rf 0.29 Rf 33,4 4
PS 0.28 Rf 0.32 Rf 35,8 5
PS 0.28 Rf 0.32 Rf 35,7 5
PI 0.31Rf 0.36 Rf 37,6 6
PI 0.31Rf 0.35 Rf 37,6 6
PA 0.32Rf 0.37 Rf 39,6 7
PA 0.32Rf 0.37 Rf 39,6 7
PE 0.35Rf 0.38 Rf 414 8
PE 0.35Rf 0.39 Rf 41,3 8
MG 0.52 Rf 0.58 Rf 56,4 9
MG 0.53 Rf 0.57 Rf 56,5 9
CHO 0.60 Rf 0.67 Rf 64,4 10
CHO 0.61Rf 0.68 Rf 64,3 10
DG 0.63 Rf 0.69 Rf 65,8 11
DG 0.63 Rf 0.68 Rf 66,0 11
OA 0.64 Rf 0.70 Rf 66,7 11
OA 0.63 Rf 0.70 Rf 66,5 11
FFA 0.68 Rf 0.75 Rf 70,7 12
FFA 0.68 Rf 0.75 Rf 70,7 12
TG 0.95Rf 0.99 Rf 92,7 13
TG 0.95Rf 0.99 Rf 92,8 13
SE 0.97 Rf 1.01 Rf 94,1 14
SE 0.97 Rf 1.01 Rf 94,4 14
WE 0.98 Rf 1.01 Rf 94,4 14
WE 0.98 Rf 1.02 Rf 94,5 14
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Calibracion para la cuantificacion de las clases lipidicas

Se llevd a cabo una calibracion para la cuantificacion de las distintas clases lipidicas. Con este
fin se obtuvo el area expresada en unidades arbitrarias (U.A.) correspondiente a la aplicacion de entre 0,1
y 15 ug de cada clase lipidica y por triplicado. Con estos datos se elaboré una recta patron compuesta de
6 a 12 puntos, dependiendo de los limite de deteccién de la sustancia. Los valores obtenidos se ajustaron
a la ecuacion de una recta (y = a + bx) para la LPC y LPE 0 a una funcién no lineal del tipo saturacién (y =
y0 + ax/(b+x)) para el resto de clases lipidicas. Todas las rectas elaboradas se ajustaron de forma muy
significativa a los valores obtenidos (P<0,001) y explicaron méas del 99 % de la variabilidad observada.
Los parametros de las rectas de calibracion se muestran en la Tabla 3 y su representacién en las Figuras
3A (lipidos polares) y 3B (lipidos neutros).

Tabla 3. Parametros obtenidos para las rectas de calibracion de las distintas clases lipidicas

Sustancia  Tipo! Rango (ug) Yo a b R2 SE? P<

LPC Lineal 0,5-10 106,51 217,93 0,99 74,28 0,001
SM Curva 0,1-15 137,52 19488,10 9,28 0,99 222,28 0,001
PC Curva 0,1-15 -982,81 25156,00 7,08 0,99 434,95 0,001
LPE Lineal 0,1-10 110,19 218,88 0,99 79,84 0,001
PS Curva 0,75-15 -1230,89  20161,30 6,16 0,99 273,39 0,001
PI Curva 0,1-9 -560,40 27426,00 8,10 0,99 498,42 0,001
PA Curva 0,75-15 844,13  27968,50 11,19 0,99 678,61 0,001
PE Curva 0,1-15 237,83 62514,20 32,50 0,99 682,72 0,001
MG Curva 0,1-15 1,59 8401,00 2,92 0,99 131,82 0,001
CHO Curva 0,1-15 46,87 35297,60 7,42 0,99 536,23 0,001
DG Curva 0,1-15 134,60 26607,90 10,75 0,99 343,61 0,001
OA Curva 0,5-15 -456,96  26877,20 9,44 0,99 328,73 0,001
FFA Curva 0,1-15 -179,87  29138,60 9,56 0,99 231,17 0,001
TG Curva 0,1-15 -481,46 16700,70 4,19 0,99 429,83 0,001
SE Curva 0,1-9 684,08 10246,50 2,77 0,99 141,89 0,001

'Lineal y= a+bx; Curva y = y0 + (ax)/(b+x), donde y es el area del pico en unidades arbitrarias, x es la cantidad de
lipido (ug) e y0, a y b los coeficientes de las funciones.
2SE = Error estandar de la estimacion

Para aquellas sustancias para las cuales no se dispuso de patron puro se llevd a cabo
inicialmente una determinacion cualitativa obteniendo el porcentaje que representa el &rea del pico de esa
sustancia respecto del total de areas detectadas. Posteriormente, se estimé la cantidad de lipido como el
producto del area por la cantidad total de lipido aplicada (15 ug). Este método permite incorporar todas
las bandas observadas en la cromatografia y no descartar aquellas desconocidas. Como inconveniente,
esta forma de presentacion de los resultados asume que la respuesta de cada clase lipidica es la misma
cuando se aplican cantidades similares. No obstante, tal y como se observa en las curvas de calibracion,
existe una diferencia importante en las areas detectadas para igual cantidad de lipidos segun la clase
lipidica considerada. En las tablas del presente informe se indican aquellas sustancias cuyo calculo se ha
efectuado a partir del porcentaje que representa el area del pico respecto del total.
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Figura 3A. Curvas de calibracién para los lipidos polares.
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Figura 3B. Curvas de calibracién para los lipidos neutros.

Clases lipidicas en peces

Tanto la lisa (Mugil sp.) como la mdllera ( Trisopterus minutus) se caracterizaron por ser especies
con bajos niveles de lipidos (0,10-0,22 %), independientemente de la estacion del afio considerada, con
predominio de los lipidos neutros o de reserva (58-73 %) sobre los polares o estructurales (27-42 %). Los
lipidos polares més abundantes en ambas especies fueron la PC (16-28 mg/100 g) y PE (5-14 mg/100 g),
destacando entre los lipidos neutros los FFA 'y TG. No obstante, se observd un claro patrén estacional en
ambas especies. En la lisa predominaron los TG durante el verano (57,46 mg/100 g) y los MG (47,37
mg/100 g) y FFA (73,46 mg/100 g) en el invierno. Por el contrario, en la méllera destacaron los FFA
durante el verano (53,07 mg/100 g), y los TG (21,94 mg/100 g) y SE (18,51 mg/100 g) durante el invierno
(Tabla 4y Fig. 4).
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Tabla 4. Contenido de las distintas clases de lipidos en la lisa y la méllera (mg/100 g de muestra en peso

himedo).

Especie Lisa (Mugil sp.) Mollera (Trisopterus minutus)

Origen Catalufia Catalufia Catalufia Catalufia

Estacion Invierno Verano Invierno Verano

Lipidos polares (LP) Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv.Est.
LPC* 2.79 0.14 2.84 0.40 0.44 0.06 3.27 0.28
SM 10.48 0.90 1.18 0.24 2.30 0.35 4.76 0.52
PC 23.16 1.26 22.30 0.74 16.92 2.01 28.10 3.24
LPE* 0.89 0.10 1.86 1.08 0.39 0.09 1.88 0.50
PS 6.43 0.00 4.58 0.29 2.86 0.05 4.50 0.00
PI 4.29 0.15 2.51 0.28 1.46 0.05 1.99 0.18
PA+PG+CL N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.
PE 10.96 1.15 9.39 0.95 5.44 0.90 13.08 1.13
SL* 1.03 0.21 1.69 0.15 0.24 0.11 N.d. N.d.

Lipidos neutros (LN)
MG+PIG 47.37 1.90 11.42 2.29 6.78 0.24 7.21 0.39
DG N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.
CHO 16.56 1.17 6.71 1.31 4.60 0.45 5.20 0.26
FFA 73.46 11.79 30.10 4.06 25.58 0.29 53.07 3.03
SE+WE 14.56 4.65 N.d. N.d. 18.51 1.22 3.59 0.63
TG 8.36 1.18 57.46 0.69 21.94 0.60 11.78 1.41

LP (g/100) 0.06 27.24% 0.05 30.48% 0.03 27.96% 0.06 41.60%

LN (g/100) 0.16 72.76% 0.11 69.52% 0.08 72.04% 0.08 58.40%

Total (g/100) 0.22 0.15 0.11 0.14

Observado (g/100) 0.22 0.16 0.16 0.10

Diferencia (%) 0.15 4.98 32.84 38.43

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS:
Fosfatidilserina; Pl: Fosfatidilinositol; PE: Fosfatidiletanolamina; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina,
Fosfatidilglicerol; DGDG: Digalactosil diacilgliceroles; SL: Sulfolipidos; CE: Cerebrosidos; MGDG: Monogalactosil
diacilgliceroles; PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; CHO: Colesterol; DG: Diglicéridos; FFA: Acidos grasos libres;
TG: Triglicéridos; SE: Esteroles; WE: Ceras.

*Estimado a partir del porcentaje que representa el area del pico respecto del total.

N.d. = No detectado
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Figura 4. Distribucion (%) de las distintas clases de lipidos en la lisa (Mugil sp) y la méllera
(Trisopterus minutus) en diferentes estaciones del afio.

Tabla 5. Contenido de las distintas clases de lipidos en la boga salvaje y la dorada (mg/100 g de muestra

en peso himedo).

Especie Boga salvaje (Boops boops) Dorada (S. aurata)

Origen Murcia Murcia Canarias Canarias

Estacion Invierno Verano Verano Invierno

Lipidos polares (LP) Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv.Est.
LPC* 3.67 243 57.55 1.85 48.47 10.25 N.d. N.d.
SM 15.44 2.13 34.69 0.00 68.08 7.27 N.d. N.d.
PC 22.35 5.54 188.49 84.47 105.50 7.13 428.80 26.34
LPE* 5.74 1.19 24.63 0.00 38.60 3.50 N.d. N.d.
PS 12.39 0.65 N.d. N.d. 62.66 1.48 N.d. N.d.
PI 6.01 0.22 N.d. N.d. 26.70 0.56 N.d. N.d.
PA+PG+CL N.d. N.d. N.d. N.d. 102.17 7.91 N.d. N.d.
PE 7.91 2.23 139.85 8.94 30.81 1.59 22.95 0.00
SL* 1.37 0.28 23.22 4.47 20.20 1.56 N.d. N.d.

Lipidos neutros (LN)
MG+PIG 57.35 8.02 305.49 75.67 236.14 35.03 380.85 4544
DG N.d. N.d. N.d. N.d. 56.01 8.58 N.d. N.d.
CHO 37.13 6.44 75.98 9.31 70.17 7.33 81.48 16.03
FFA 195.99 25.57 316.82 39.20 49792  114.50 561.95 0.57
SE+WE 17.59 0.80 69.18 9.37 46.98 5.11 37.60 35.22
TG 10.62 0.54 893.20 124.69 406.81 68.81 7674.72  358.30

LP (g/100) 0.07 19.03% 0.47 22.00% 0.50 27.69% 0.45 4.92%

LN (g/100) 0.32 80.97% 1.66 78.00% 1.31 72.31% 8.74 95.08%

Total (g/100) 0.39 2.13 1.82 9.19

Observado (g/100) 0.42 2.18 2.00 11.80

Diferencia (%) 6.30 2.33 9.14 2213

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS:

Fosfatidilserina; Pl: Fosfatidilinositol; PE: Fosfatidiletanolamina; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina,
Fosfatidilglicerol; DGDG: Digalactosil diacilgliceroles; SL: Sulfolipidos; CE: Cerebroésidos; MGDG: Monogalactosil
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diacilgliceroles; PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; CHO: Colesterol; DG: Diglicéridos; FFA: Acidos grasos libres;
TG: Triglicéridos; SE: Esteroles; WE: Ceras.

*Estimado a partir del porcentaje que representa el area del pico respecto del total.

N.d. = No detectado.

La boga salvaje procedente de pesquerias presenté un porcentaje de lipidos entre el 0,42 % en
invierno y el 2,18 % en verano, con predominio de los lipidos neutros en todas las muestras analizadas
(72-81 %). Los lipidos polares mas abundantes fueron la PC (22-189 mg/100 g) y PE (7-140 mg/100 g), y
ademas el PA (102,17 mg/100 g) en las muestras de Canarias. Entre los lipidos neutros destacaron los
FFA en invierno y los TG en verano, con valores de hasta 893,20 mg/100 g en la boga procedente de
Murcia. La dorada procedente del descarte de jaulas de cultivo destacd por su elevado contenido en TG
(7674 mg/100 g), los cuales representaron méas del 80 % de los lipidos analizados (Tabla 5y Fig. 5).

o I -
(Invierno) O PC
R O LPE*
Boga salvaje B PS
Verano) B PA+PG+CL
b O PE
e Wl |
(Murcia, Verano)
O DG
b O CHO
Boga salvaje B FFA
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(s, F]]]-:_ " s

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 5. Distribucion (%) de las distintas clases de lipidos en la boga salvaje (Boops boops) y en la
dorada (Sparus aurata).

La sardina se caracterizé por valores extremadamente bajos de grasa en invierno (0,16 %) vy
elevados en verano (14,6 %). Este patrén estacional se basa en una acumulacion de grasa en forma de
TG en la época estival (9927,35 mg/100 g) y un predominio de los FFA (81,0 mg/100 g) y MG (28,8
mg/100 g) en invierno, aunque con valores que pueden considerarse bajos. Ademas, la presencia de
lipidos polares fue indetectable durante el verano en esta especie. Por el contrario, la bacaladilla present6
un patrén de grasa mas equilibrado entre lipidos polares (32-61 %) y neutros (39-68 %), con valores de
grasa entre el 0,64 % en verano y el 2,19 % en invierno. Al igual que en otras especies de peces la PC
(182-385 mg/100 g) y PE (97-114 mg/100 g) son los lipidos polares mas abundantes. Los lipidos neutros
de esta especie siguieron un patron estacional distinto a la sardina, con mayor acumulacion de TG (714
mg/100 g) y FFA (425 mg/100 g) en invierno (Tabla 6 y Fig. 6).
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Tabla 6. Contenido de las distintas clases de lipidos en la sardina y la bacaladilla (mg/100 g de muestra

en peso himedo).

Especie Sardina (Sardina pilchardus ) Bacaladilla (Micromesistius poutassou)

Origen Murcia Murcia Asturias Galicia

Estacion Invierno Verano Invierno Verano

Lipidos polares (LP) Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv.Est.
LPC* 1.18 0.34 N.d. N.d. 38.11 6.54 16.94 0.53
SM 6.02 0.26 N.d. N.d. 59.02 5.60 18.27 0.94
PC 4.39 0.35 N.d. N.d. 385.45 12.13 182.54 22.60
LPE* 0.94 0.11 N.d. N.d. 2.46 1.00 5.95 1.36
PS 4.53 0.13 N.d. N.d. 61.44 3.37 N.d. N.d.
PI 2.12 0.00 N.d. N.d. 30.06 0.87 11.22 1.01
PA+PG+CL N.d. N.d. N.d. N.d. 95.90 1.42 N.d. N.d.
PE 1.08 0.26 N.d. N.d. 114.16 4.39 97.49 11.36
SL* 0.70 0.18 N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.

Lipidos neutros (LN)
MG+PIG 28.81 4.51 1185.56  194.10 171.19 12.98 17.64 3.32
DG N.d. N.d. N.d. N.d. 80.64 7.31 8.31 1.76
CHO 10.58 1.21 90.64 11.28 103.53 3.57 41.56 5.21
FFA 81.00 1.59 1528.52  119.91 425.23 5.51 104.16 7.48
SE+WE 6.32 0.70 250.79 60.94 116.00 25.81 N.d. N.d.
TG 8.10 0.71 9927.35 14432 714.60 11.87 41.47 1.96

LP (g/100) 0.02 13.45% N.d. N.d. 0.79 32.81% 0.33 60.93%

LN (g/100) 0.13 86.55% 12.98  100.00% 1.61 67.19% 0.21 39.07%

Total (g/100) 0.16 12.98 240 0.55

Observado (g/100) 0.16 14.62 219 0.64

Diferencia (%) 2.65 11.20 9.49 14.76

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina;  PS:

Fosfatidilserina; Pl: Fosfatidilinositol; PE: Fosfatidiletanolamina; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina,
Fosfatidilglicerol; DGDG: Digalactosil diacilgliceroles; SL: Sulfolipidos; CE: Cerebrosidos; MGDG: Monogalactosil
diacilgliceroles; PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; CHO: Colesterol; DG: Diglicéridos; FFA: Acidos grasos libres;
TG: Triglicéridos; SE: Esteroles; WE: Ceras.
*Estimado a partir del porcentaje que representa el area del pico respecto del total.
N.d. = No detectado.
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Figura 6. Distribucion (%) de las distintas clases de lipidos en la bacaladilla (Micromesistius poutassou) y
la sardina (Sardina pilchardus) en diferentes estaciones del afo.

Tanto el jurel (Trachurus sp.) como la boga (Boops boops) de descarte de jaulas marinas
presentaron un predominio de lipidos neutros, constituyendo entre el 82,2 y 100 % del total de los lipidos.
Entre éstos, los triglicéridos fueron mayoritarios, con valores entre 3741,2 mg/100 g en el jurel y 19664
mg/100 g en la boga de descarte. Entre los lipidos polares la PC fue la clase lipidica mayoritaria, tanto en
la boga de descarte procedente de Canarias (379-596 mg/100 g) como en el jurel (447 mg/100 g), sin que
se detectaran lipidos polares en la boga de descarte procedente de Murcia en invierno (Tabla 7 y Fig. 7).
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Tabla 7. Contenido de las distintas clases de lipidos en la boga de descarte de jaulas marinas y en el jurel
(mg/100 g de muestra en peso himedo).

Especie Boga descarte (Boops boops ) Jurel (Trachurus sp.)

Origen Murcia Canarias Canarias Asturias

Estacion Invierno Invierno Verano Invierno

Lipidos polares (LP) Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv.Est.
LPC* N.d. N.d. 71.40 0.00 N.d. N.d. 73.08 17.61
SM N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. 22.87 2.94
PC N.d. N.d. 379.80 27.36 596.34 32.36 446.83 86.73
LPE* N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.
PS N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. 191.85 0.00
PI N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.
PA+PG+CL N.d. N.d. 299.72 2.33 N.d. N.d. 181.31 20.48
PE N.d. N.d. 79.58 0.00 N.d. N.d. 132.70 31.13
SL* N.d. N.d. 40.80 0.00 N.d. N.d. N.d. N.d.

Lipidos neutros (LN)
MG+PIG 1393.11  237.28 297.59 54.95 550.61 87.78 366.27 2342
DG N.d. N.d. 178.30 30.67 448.67  248.57 106.21 5.74
CHO 140.08 17.14 80.23 10.03 692.32  104.82 78.40 1.79
FFA 1365.29 5545 398.61 63.96 503.55  136.90 424.20 35.05
SE+WE 454.04 37.35 N.d. N.d. 83.95 67.65 141.16 29.51
TG 9499.19  458.10 6703.44 11219  19664.26 1316.45 374120 76.68

LP (g/100) N.d. N.d. 0.87 10.22% 0.60 2.65% 1.05 17.76%

LN (g/100) 12.85 100.00% 7.66 89.78% 21.94 97.35% 4.86 82.24%

Total (g/100) 12.85 8.53 22.54 5.91

Observado (g/100) 17.59 10.2 28.3 5.99

Diferencia (%) 26.94 16.38 20.35 1.40

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS:

Fosfatidilserina; Pl: Fosfatidilinositol; PE: Fosfatidiletanolamina; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina,
Fosfatidilglicerol; DGDG: Digalactosil diacilgliceroles; SL: Sulfolipidos; CE: Cerebrosidos; MGDG: Monogalactosil
diacilgliceroles; PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; CHO: Colesterol; DG: Diglicéridos; FFA: Acidos grasos libres;
TG: Triglicéridos; SE: Esteroles; WE: Ceras.
*Estimado a partir del porcentaje que representa el area del pico respecto del total.

N.d. = No detectado.
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Figura 7. Distribucion (%) de las distintas clases de lipidos en la boga (Boops boops) de descarte de
jaulas de cultivos marinos y del jurel (Trachurus trachurus).

Clases lipidicas en moluscos

En el caso concreto del pulpo comun (Octopus vulgaris), las muestras con mayor contenido en
lipidos totales fueron la glandula digestiva (1,5-2,6 %) y la gbnada (1,0-1,9 %), observandose valores mas
bajos al analizar los animales completos (0,22-0,45 %) o el tejido muscular (0,20-0,29 %). Existié una
gran variabilidad en las distintas clases de lipidos segun el tejido analizado, predominando los lipidos
polares en los animales completos (57,7-65,8 %), el musculo (63,1-65,4 %) y la gbénada (57,6-58,0 %), y
los neutros en la glandula digestiva (67,0-83,9 %). Los lipidos neutros mas abundantes fueron el CHO en
el tejido muscular (41-44 mg/100 g), los MG (498,9 mg/100 g) y FFA (406,4 mg/100 g) en la glandula
digestiva durante el invierno y SE (498,8 mg/100 g) y TG (521,9 mg/100 g) durante el verano, y el CHO,
SE y TG en la gonada en invierno (101,7-111,3 mg/100 g) y los TG en verano (343,3 mg/100 g).
Respecto a los lipidos polares, la PC y PE fueron los mas destacados en el musculo (42-62 y 36-52
mg/100 g, respectivamente), glandula digestiva (92-212 y 44-201 mg/100 g, respectivamente) y gbnada
(243-467 y 168-289 mg/100 g, respectivamente) (Tablas 8 y 9 y Figs. 8 y 9). Los resultados en otros
cefaldépodos como la pota (Todarodes sp.) y el calamar (Loligo gayi) fueron similares, destacando bajos
contenidos lipidicos (1,32 y 0,45 %, respectivamente) y predominio de lipidos polares (56-78 %) sobre
neutros (22-44 %). En la pota las clases mayoritarias fueron la PC, PE y CHO (452,8, 253,2 y 167,2
mg/100 g, respectivamente), y en el calamar la PC, PE, FFA 'y CHO (104,4, 103,6, 70,0 y 53,1 mg/100 g,
respectivamente) (Tabla 10 y Fig. 10).
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Tabla 8. Contenido de las distintas clases de lipidos en el pulpo comun (Octopus vulgaris) considerando
el animal completo o el tejido muscular (mg/100 g de muestra en peso himedo).

Especie Pulpo (Octopus vulgaris ) Pulpo (Octopus vulgaris )

Muestra Animal completo Musculo

Origen Murcia Murcia Murcia Murcia

Estacion Invierno Verano Invierno Verano

Lipidos polares (LP) Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv. Est.
LPC* 2.26 0.61 4.63 1.56 1.50 0.19 2.90 1.01
SM 3.23 0.68 7.23 0.22 4.28 0.28 7.65 0.86
PC 38.82 4.84 95.03 1.74 42.18 4.96 61.92 3.54
LPE* 3.14 0.45 5.33 2.05 1.28 0.44 3.21 0.31
PS 17.28 1.42 48.62 3.14 15.89 0.96 28.24 1.94
PI 14.78 2.74 34.41 4.33 14.81 1.30 25.24 0.95
PA+PG+CL 10.81 0.62 28.70 3.49 7.23 0.53 9.74 1.44
PE 33.36 2.29 73.33 6.95 36.69 4.18 51.38 3.67
SL* 1.51 0.27 N.d. N.d. 3.35 0.16 N.d. N.d.

Lipidos neutros (LN)
MG+PIG 18.72 3.21 49.13 3.23 6.78 0.46 20.29 1.21
DG 0.01 0.02 N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.
CHO 23.55 217 57.29 18.97 41.41 0.31 55.02 1.83
FFA 26.60 2.92 25.42 6.32 9.36 1.29 16.05 4.46
SE+WE 11.52 1.99 13.13 442 14.20 0.77 6.18 1.43
TG 11.21 0.69 9.56 1.25 2.44 0.04 3.27 0.33

LP (g/100) 0.13 57.75% 0.30 65.80% 0.13 63.16% 0.19 65.37%

LN (g/100) 0.09 42.25% 0.15 34.20% 0.07 36.84% 0.10 34.63%

Total (g/100) 0.22 0.45 0.20 0.29

Observado (g/100) 0.21 0.56 0.21 0.29

Diferencia (%) 3.24 19.32 4.10 0.38

LPC: Lisofosfatidilcolina;

SM:

Esfingomielina;

PC: Fosfatidilcolina;

LPE: Lisofosfatidiletanolamina;

PS:

Fosfatidilserina; PI: Fosfatidilinositol; PE: Fosfatidiletanolamina; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina,
Fosfatidilglicerol; DGDG: Digalactosil diacilgliceroles; SL: Sulfolipidos; CE: Cerebrosidos; MGDG: Monogalactosil
diacilgliceroles; PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; CHO: Colesterol; DG: Diglicéridos; FFA: Acidos grasos libres;
TG: Triglicéridos; SE: Esteroles; WE: Ceras.
*Estimado a partir del porcentaje que representa el area del pico respecto del total.

N.d. = No detectado
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Figura 8. Distribucion (%) de las distintas clases de lipidos en el pulpo (Octopus vulgaris)
completo y en el musculo en distintas estaciones del afio.

Tabla 9. Contenido de las distintas clases de lipidos en la gléandula digestiva y la génada de Octopus
vulgaris (mg/100 g de muestra en peso humedo).

Especie Pulpo (Octopus vulgaris') Pulpo (Octopus vulgaris)

Muestra Glandula digestiva Génada

Origen Murcia Murcia Murcia Murcia

Estacion Invierno Verano Invierno Verano

Lipidos polares (LP) Media Desv. Est. Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv. Est.
LPC* 5.69 2.33 23.35 12.97 3.71 0.00 12.36 2.15
SM N.d. N.d. 2.14 2.11 15.47 0.67 44.67 7.10
PC 92.16 1.20 212.00 47.55 243.13 9.48 466.84 48.50
LPE* 3.63 0.00 40.87 6.75 6.76 0.06 5.02 2.65
PS 92.69 3.67 187.43 9.79 99.10 9.62 137.62 28.13
PI N.d. N.d. 108.60 21.43 47.02 3.36 94.45 22.85
PA+PG+CL N.d. N.d. 100.38 3.39 N.d. N.d. 66.19 2.19
PE 44.71 11.19 201.18 85.99 168.64 2.13 288.93 10.78
SL* 4.48 2.85 N.d. N.d. 16.69 1.11 N.d. N.d.

Lipidos neutros (LN)
MG+PIG 498.98 83.34 231.93 36.71 49.81 5.12 84.83 9.12
DG 14.47 4.64 4.08 2.37 4.12 1.12 412 0.38
CHO 153.36 13.22 175.89 8.17 104.68 6.91 134.64 6.66
FFA 406.39 19.98 345.03 14.64 70.90 9.21 61.08 4.23
SE+WE 117.39 7.92 498.83 75.88 111.26 12.85 179.05 49.19
TG 80.00 3.69 521.91 30.84 101.73 10.50 343.26 93.99

LP (g/100) 0.24 16.07% 0.88 33.01% 0.60 57.57% 1.12 58.04%

LN (g/100) 1.27 83.93% 1.78 66.99% 0.44 42.43% 0.81 41.96%

Total (g/100) 1.51 2.65 1.04 1.92

Observado (g/100) 1.58 2.78 1.03 1.97

Diferencia (%) 4.18 4.55 1.26 2.38

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS:
Fosfatidilserina; Pl: Fosfatidilinositol; PE: Fosfatidiletanolamina; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina,
Fosfatidilglicerol; DGDG: Digalactosil diacilgliceroles; SL: Sulfolipidos; CE: Cerebrosidos; MGDG: Monogalactosil
diacilgliceroles; PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; CHO: Colesterol; DG: Diglicéridos; FFA: Acidos grasos libres;
TG: Triglicéridos; SE: Esteroles; WE: Ceras.

*Estimado a partir del porcentaje que representa el area del pico respecto del total.

N.d. = No detectado.
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Figura 9. Distribucion (%) de las distintas clases de lipidos en la gbnada y la
gléndula digestiva del pulpo (Octopus vulgaris) en distintas estaciones del afio.

Tabla 10. Contenido de las distintas clases de lipidos en el mejillon, la pota y el calamar (mg/100 g de
muestra en peso humedo).

Especie Mejillén (Mytilus galloprovincialis ) Pota (Todarodes sp.) Calamar (Loligo gahi)

Muestra P.comestible Alas y tentaculos P.comestible

Origen Asturias Galicia Galicia Andalucia

Estacion Invierno Verano Verano Invierno

Lipidos polares (LP) Media Desv. Est. Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv. Est.
LPC* 12.26 1.05 47.47 8.45 6.16 2.85 12.15 1.41
SM N.d. N.d. N.d. N.d. 68.15 15.21 15.79 4.74
PC 29.95 1.47 249.74 25.33 452.79 22.76 104.37 3.76
LPE* 16.99 3.38 N.d. N.d. 18.88 2.15 10.49 0.45
PS 84.67 3.46 298.25 10.73 64.89 7.12 19.65 0.47
PI 21.26 3.20 78.22 1.17 36.91 2.79 8.15 0.27
PA+PG+CL 33.84 3.07 N.d. N.d. N.d. N.d. 19.59 1.40
PE 44 .11 3.61 392.07 21.51 253.17 5.49 70.00 1.35
SL* 1.96 0.31 14.11 2.20 51.55 8.84 9.30 0.70

Lipidos neutros (LN)
MG+PIG 98.25 7.51 108.64 12.04 33.67 3.45 24 .35 0.42
DG N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.
CHO 47.76 5.01 151.17 8.37 167.25 13.05 53.13 2.88
FFA 157.66 15.14 213.69 17.01 54.69 7.74 103.64 8.99
SE+WE 50.67 12.04 N.d. N.d. N.d. N.d. 24.04 2.31
TG 249.72 13.92 419.14 21.96 15.74 2.22 6.10 0.76

LP (g/100) 0.25 28.86% 1.08 54.75% 0.95 77.83% 0.27 56.05%

LN (g/100) 0.60 71.14% 0.89 45.25% 0.27 22.17% 0.21 43.95%

Total (g/100) 0.85 1.97 1.22 0.48

Observado (g/100) 0.83 217 1.32 0.45

Diferencia (%) 2.30 9.10 7.29 6.83

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS:
Fosfatidilserina; Pl: Fosfatidilinositol; PE: Fosfatidiletanolamina; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina,
Fosfatidilglicerol; DGDG: Digalactosil diacilgliceroles; SL: Sulfolipidos; CE: Cerebroésidos; MGDG: Monogalactosil
diacilgliceroles; PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; CHO: Colesterol; DG: Diglicéridos; FFA: Acidos grasos libres;
TG: Triglicéridos; SE: Esteroles; WE: Ceras.

*Estimado a partir del porcentaje que representa el area del pico respecto del total.

N.d. = No detectado.
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Figura 10. Distribucién (%) de las distintas clases de lipidos en el calamar (Loligo
gahi), la pota (Todarodes sp.) y el mejillén (Mytilus galloprovincialis).

En moluscos bivalvos como el mejillon Mytilus galloprovincialis existié un equilibro entre lipidos
neutros (45,2 %) y polares (54,8 %) durante el verano y un predominio de los lipidos neutros en invierno
(71,1 %). Entre estos ultimos destaco el contenido en TG (249,7-419,1 mg/100 g) y FFA (157,7-231,7
mg/100 g) y entre los polares el de PC, PS y PE (29,9-249,7, 84,7-298,2 y 44,1-392,1 mg/100 g,
respectivamente) (Tabla 10 y Fig. 10).

Clases lipidicas en crustaceos

El contenido lipidico total se puede considerar bajo considerando todas las muestras analizadas,
con valores que oscilaron entre el 1,05 % en el cangrejo comun (Carcinus maenas) en invierno y el 1,67
% en la misma especie en verano. En los crustaceos predominaron los lipidos neutros (59,7-82,6 %)
sobre los polares (17,4-40,2 %), existiendo una tendencia estacional hacia la acumulaciéon de TG en
verano (Fig. 11). Con excepcidn del cangrejo en verano, donde la clase predominante fueron los TG (458
mg/100 g), en todas las muestras restantes los FFA fueron la clase mayoritaria (312-870 mg/100 g).
Ademas, entre los lipidos neutros caben destacar los MG (37-252 mg/100 g) y CHO (62-94 mg/100 g), y
entre los polares la PC (83,6-176,6 mg/100 g) y PE (43,0-140,9 mg/100 g) (Tablas 11y 12).
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Tabla 11. Contenido de las distintas clases de lipidos en el cangrejo comin (Carcinus maenas) (mg/100 g
de muestra en peso himedo).

Especie Cangrejo (Carcinus maenas)

Muestra P.comestible

Origen Murcia Murcia Asturias

Estacion Invierno Verano Invierno

Lipidos polares (LP) Media Desv. Est. Media Desv.Est. Media Desv. Est.
LPC* 64.74 12.53 35.52 0.82 18.06 2.08
SM 41.77 4.43 51.20 5.28 31.76 5.97
PC 132.74 12.93 176.55 48.05 163.28 4.03
LPE* 13.74 1.58 10.35 1.64 3.94 0.22
PS 47.72 1.14 N.d. N.d. N.d. N.d.
Pl 22.36 1.27 N.d. N.d. 25.41 0.48
PA+PG+CL 49.16 2.25 47.68 3.77 51.51 5.51
PE 71.85 6.87 77.35 11.32 140.91 14.39
SL* N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.

Lipidos neutros (LN)
MG+PIG 252.34 12.95 140.66 14.30 66.03 10.85
DG 22.26 4.01 65.68 6.57 57.56 3.54
CHO 94.24 5.68 86.20 6.07 84.13 6.51
FFA 869.98 58.67 336.71 16.22 312.91 30.87
SE+WE 37.00 8.45 236.39 13.36 58.10 19.73
TG 22.08 1.20 458.00 3.48 66.99 0.75

LP (g/100) 0.44 25.49% 0.40 23.15% 0.43 40.24%

LN (g/100) 1.30 74.51% 1.32 76.85% 0.65 59.76%

Total (g/100) 1.74 1.72 1.08

Observado (g/100) 1.67 1.67 1.05

Diferencia (%) 4.31 3.13 2.92

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS:
Fosfatidilserina; Pl: Fosfatidilinositol; PE: Fosfatidiletanolamina; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina,
Fosfatidilglicerol; DGDG: Digalactosil diacilgliceroles; SL: Sulfolipidos; CE: Cerebrosidos; MGDG: Monogalactosil
diacilgliceroles; PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; CHO: Colesterol; DG: Diglicéridos; FFA: Acidos grasos libres;
TG: Triglicéridos; SE: Esteroles; WE: Ceras.

*Estimado a partir del porcentaje que representa el area del pico respecto del total.

N.d. = No detectado.
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Figura 11. Distribucion (%) de las distintas clases de lipidos en crustaceos.

Tabla 12. Contenido de las distintas clases de lipidos en crustaceos (mg/100 g de muestra en
peso himedo).

Especie Cangrejo de rio (P. clarkii) Langostino (Pennaeus sp.)

Muestra P.comestible Cabezas

Origen Andalucia Galicia

Estacion Invierno Verano

Lipidos polares (LP) Means Std.Dev. Means Std.Dev.
LPC* 12.59 1.75 12.86 273
SM 11.79 2.60 3.91 0.78
PC 83.56 8.07 90.17 8.52
LPE* 5.78 0.28 N.d. N.d.
PS N.d. N.d. N.d. N.d.
PI 13.15 0.00 14.64 0.07
PA+PG+CL N.d. N.d. N.d. N.d.
PE 43.03 2.19 56.09 14.57
SL* N.d. N.d. N.d. N.d.

Lipidos neutros (LN)
MG+PIG 89.91 6.90 37.26 10.16
DG N.d. N.d. 22.01 1.94
CHO 78.05 3.28 62.11 2.34
FFA 561.35 24.05 406.34 12.13
SE+WE 25.47 2.93 N.d. N.d.
TG 52.82 4.81 213.23 22.58

LP (g/100) 0.17 17.38% 0.18 19.34%

LN (g/100) 0.81 82.62% 0.74 80.66%

Total (g/100) 0.98 0.92

Observado (g/100) 1.09 1.09

Diferencia (%) 10.32 15.72

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS:
Fosfatidilserina; Pl: Fosfatidilinositol; PE: Fosfatidiletanolamina; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina,
Fosfatidilglicerol; DGDG: Digalactosil diacilgliceroles; SL: Sulfolipidos; CE: Cerebrosidos; MGDG: Monogalactosil
diacilgliceroles; PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; CHO: Colesterol; DG: Diglicéridos; FFA: Acidos grasos libres;
TG: Triglicéridos; SE: Esteroles; WE: Ceras.

*Estimado a partir del porcentaje que representa el area del pico respecto del total.

N.d. = No detectado.
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Clases lipidicas en harinas

El contenido total de lipidos fue superior en las harinas de origen animal marino (8-24 %)
respecto de las harinas vegetales (1-5 %), existiendo ademas importantes variaciones en las distintas
clases lipidicas. En estas ultimas, existié un equilibrio entre lipidos neutros (43,8-66,9 %) y polares (43,1-
56,2 %), siendo la clase mayoritaria los TG en todas ellas, con valores que oscilaron entre 251,1 mg/100
g en la harina de girasol y 1014,9 mg/100 g en la de guisante. La PC fue la segunda clase lipidica
mayoritaria, tanto en la harina de girasol (185,4 mg/100 g) como en la de guisante (809,5 mg/100 g), no
obstante, en la harina de soja fueron los FFA (211,0 mg/100 g) y en la de trigo los SL, MG, FFA y PC con
contenidos similares (150-176 mg/100 g) (Tabla 13y Fig. 13).

Tabla 13. Contenido de las distintas clases de lipidos en harinas vegetales (mg/100 g de muestra en peso

himedo).

Muestra Harina de soja Harina de girasol Harina de guisante Harina de trigo

Origen Valencia Valencia Valencia Valencia

Lipidos polares (LP) Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv.Est. Media Desv. Est.
LPC* 45.33 2.33 26.62 2.9 60.49 5.82 13.30 292
SM N.d. N.d. N.d. N.d. 6.61 1.80 N.d. N.d.
PC 160.19 74.68 185.39 9.17 809.52 32.10 172.45 7.83
LPE* 18.49 6.09 5.48 1.24 20.09 4.65 N.d. N.d.
PS N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. 52.92 0.00
PI N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. 26.91 1.98
PA+PG+CL 180.49 60.88 149.73 13.35 655.66 62.32 57.70 9.87
PE 183.92 88.07 53.91 2.88 470.48 20.51 44.97 10.14
DGDG* 55.29 6.86 N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.
SL* 14.74 3.29 35.23 2.54 136.42 3.95 176.52 15.04
MGDG* 67.71 12.97 19.37 4.70 127.22 18.70 71.81 7.64
PIG* 78.28 16.60 80.28 11.95 160.32 31.86 N.d. N.d.

Lipidos neutros (LN)
MG 127.36 49.60 113.78 13.14 325.15 29.18 176.02 19.36
DG 18.17 4.97 3.08 1.17 19.82 8.26 25.38 3.62
CHO 29.94 0.59 14.32 2.06 155.84 19.14 70.80 8.41
FFA 211.03 17.08 72.53 8.29 186.20 11.14 150.83 35.11
SE+WE N.d. N.d. 0.10 0.21 6.14 2.27 42.63 6.01
TG 676.26 96.13 251.24 12.92 1014.88  74.49 638.88 29.90

Desconocidos* N.d. N.d. 88.54 8.37 198.28 29.78 140.77 18.29

LP (g/100) 0.80 43.08% 0.56 50.56% 2.45 56.21% 0.62 33.12%

LN (g/100) 1.06 56.92% 0.54 49.44% 1.91 43.79% 1.25 66.88%

Total (g/100) 1.87 1.10 4.35 1.86

Observado (g/100) 1.94 1.07 4.23 1.81

Diferencia (%) 3.75 2.77 2.91 2.87

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS:
Fosfatidilserina; Pl: Fosfatidilinositol; PE: Fosfatidiletanolamina; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina,
Fosfatidilglicerol; DGDG: Digalactosil diacilgliceroles; SL: Sulfolipidos; CE: Cerebrosidos; MGDG: Monogalactosil
diacilgliceroles; PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; CHO: Colesterol; DG: Diglicéridos; FFA: Acidos grasos libres;
TG: Triglicéridos; SE: Esteroles; WE: Ceras.

*Estimado a partir del porcentaje que representa el area del pico respecto del total.

N.d. = No detectado.
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Figura 13. Distribucion (%) de las distintas clases de lipidos en harinas vegetales.

Tabla 14. Contenido de las distintas clases de lipidos en harinas de origen animal marino (mg/100 g de
muestra en peso humedo).

LPC: Lisofosfatidilcolina;

Muestra Harina de krill Harina de pescado

Origen Valencia Valencia

Lipidos polares (LP) Means Std.Dev. Media Desv. Est.
LPC* 1085.23  92.07 343.94 47.63
SM N.d. N.d. 19.11 5.53
PC 6039.97 382.84 387.28 31.14
LPE* N.d. N.d. 76.36 15.96
PS N.d. N.d. N.d. N.d.
PI N.d. N.d. N.d. N.d.
PA+PG+CL 806.68 39.53 202.34 5.18
PE N.d. N.d. N.d. N.d.
SL* 184.26 53.29 42.22 16.51
CE* N.d. N.d. 71.91 8.00
PIG* N.d. N.d. 197.69 63.50

Lipidos neutros (LN)
MG 734.59 75.91 412.11 120.56
DG 168.89 109.86 36.67 16.15
CHO 596.73 120.93 207.54 16.74
FFA 1757.82  349.87 217453  45.75
SE+WE N.d. N.d. N.d. N.d.
TG 11319.84 779.14 297142  63.28

Desconocidos* 459.46 70.14 N.d. N.d.

LP (g/100) 8.12 35.05% 1.34 18.77%

LN (g/100) 15.04 64.95% 5.80 81.23%

Total (g/100) 23.15 7.14

Observado (g/100) 23.93 8.08

Diferencia (%) 3.25 11.60

SM:  Esfingomielina;

PC:

Fosfatidilcolina;

LPE: Lisofosfatidiletanolamina;

PS:

Fosfatidilserina; Pl: Fosfatidilinositol; PE: Fosfatidiletanolamina; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina,
Fosfatidilglicerol; DGDG: Digalactosil diacilgliceroles; SL: Sulfolipidos; CE: Cerebrosidos; MGDG: Monogalactosil
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diacilgliceroles; PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; CHO: Colesterol; DG: Diglicéridos; FFA: Acidos grasos libres;
TG: Triglicéridos; SE: Esteroles; WE: Ceras.

*Estimado a partir del porcentaje que representa el area del pico respecto del total.

N.d. = No detectado.

En las harinas animales de origen marino predominaron los lipidos neutros (64,9-81,2 %) sobe
los polares (18,8-35,0 %), siendo las clases predominantes los TG y los FFA en la harina de pescado
(2971,4 y 2174,5 mg/100 g, respectivamente) y los TG y la PC en la harina de krill (11319,8 y 6039,9
mg/100 g, respectivamente) (Tabla 14 y Fig. 14).
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2.1.6. Acidos grasos.

ICCM, C.A. de Canarias. ESM-USC, C.A. de Galicia.

Analisis realizados por la Universidad de Santiago.
Material y métodos

Para analizar el perfil de &cidos grasos de los distintos productos pesqueros que iban a servir de
materia prima (bacaladilla, pota, cabezas de langostino, patexo y mejillon) para la formulacién de las
dietas termo-formadas para pulpo, se extrajeron los lipidos totales (segun Bligh & Dyer, 1959) de
muestras de 50-100 mg de biomasa fresca, previamente triturada hasta la homogeneidad. Se utilizé el
mismo procedimiento para las dietas termo-formadas producidas por el grupo de Tecnologia del Pescado
de la USC en el afio de 2008, extrayéndose los lipidos totales de muestras de 100-200 mg de biomasa
fresca. Las muestras se extrajeron con CHCl3:CHsOH (1:2 viv), separando la fraccién de lipidos totales
mediante la adicion de cloroformo y agua (1:1 v/v) seguido de una ligera centrifugacion a 1500 rpm
durante 3 min. Se transfirié la fraccion lipidica a un nuevo tubo, afiadiéndose 50 I de una disolucion 1
mg/ml de triheptadecanoina (Sigma) como estandar interno. Después de evaporar el cloroformo de los
extractos lipidicos bajo flujo de nitrdgeno, estos se sometieron a metanolisis durante 2:30 h a 85 °C
mediante la adicion de 2.5 ml de HCI:CH3sOH (5% HCI) (Sato & Murata, 1988). Los metil-ésteres de acidos
grasos asi obtenidos se separaron de la fase polar mediante una doble extraccion con hexano. El
volumen final de hexano se redujo a 200 i para su analisis en un cromatégrafo de gases-espectrometro
de masas (GC-MS) Perkin-Elmer 800-8000 Series, usando una columna Omegawax™ 250 fused silica
(Supelco) de 30 m y 0.25 mm de didmetro. Las condiciones de analisis fueron las siguientes: volumen
inyectado, 1 J; gas portador, He; flujo gas portador en la columna, 0.8 ml/min; relacién split (1:99);
temperatura inyector: 230 °C. Ciclo del cromatdgrafo: tiempo “splitless” 1 min.; temperatura: 35 °C, 1 min.;
rampa de 35 °C/min hasta 200 °C; 200 °C, 55 minutos. Ciclo de adquisicion de espectros de masas:
retardo del solvente, 4.5 min.; rango masas, 0,50-400; tiempo inter-scan, 30 seg. Los acidos grasos
fueron identificados mediante la comparacion de los espectros de masas con los espectros contenidos en
la libreria de espectros de masas WIST/NBS. El calculo de la concentracion se realiz6 mediante la
integracion del area bajo los picos, que en el sistema GC-MS es directamente proporcional a la masa.

Resultados y discusion

En la tabla | se presentan los perfiles de acidos grasos (AG) de los distintos productos
analizados. Se puede observar que el acido palmitico (16:0) ha sido el &cido graso presente en mayor
porcentaje en todos los productos pesqueros (variando entre un 28-38%). De los é&cidos grasos
poliinsaturados, el mejillon presentd el mayor contenido en 20:5n-3 (16,4%), variando en los demas
productos entre un 5,4 y un 9,5%. La bacaladilla y la pota, a su vez, han presentado el mayor porcentaje
de 22:6n-3 (18,6% y 13,5%, respectivamente), mientras que los demés productos tenian entre un 3,3 y un
6,2%. La bacaladilla, el mejillén y la pota presentaron los mejores perfiles de acidos grasos como
materias primas para la formulaciéon de las dietas, mayormente debido a los elevados porcentajes de
20:5n-3 y de 22:6n-3. La composicién bioquimica general y el precio de cada uno de los productos
analizados han de ser tenidos en cuenta a la hora de incluirlos en las dietas termo-formadas.
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Tabla |. Composicion de acidos grasos (en % del total de &cidos grasos) y
cantidad de &cidos grasos (en mg de acidos grasos/g de biomasa fresca
analizada) de los distintos productos pesqueros de descarte.

Cabezas de Mejilléon Patexo Pota Bacaladilla
langostinos
Acido graso % % % % %
AG 12:0 0,2
AG 14:0 7,6 4,2 8,6 27 3,4
AG 15:0 0,4 0,7 0,8 0,7 0,6
AG 16:0 27,6 35,5 31,6 36,3 38,0
AG 16:1n9 17,0 8,4 10,1 1,2 3,6
AG 16:1n7 0,3 1,1 0,5
AG 16:2n4 0,4 0,3 0,3
AG 16:3n3 9,0 0,9 21
AG 18:0 1,6 5,2 58 10,2 6,2
AG 18:1n9 23,1 0,8 13,0 3,0 12,5
AG 18:1n7 5,4 21 3.4 15,3 2,9
AG 18:2n6 0,5 1,0 0,6 0,2 0,9
AG 18:3n6 0,3 0,1
AG 18:3n3 0,2 0,5 0,3
AG 18:4n3 0,3 1,0 0,5 0,2
AG 20:0 0,5 0,2 0,4
AG 20:1n11 1,3 1,4
AG 20:1n9 2,9 0,8 2,8 0,6
AG 20:1n7 0,8 0,6 0,2
AG 20:2n6 0,1 0,3 0,3 0,3
AG 20:4n6 0,4 1,7 1,2 3,9 1,6
AG 20:3n3 0,6
AG 20:4n3 0,2 0,2 0,2 0,3
AG 20:5n3 5,4 16,4 9,5 7,0 9,4
AG 22:1n9 1,3 1,2 23 0,3
AG 22:1n7 0,7 0,2
AG 22:5n6 0,0 0,9
AG 22:5n3 0,1 0,6 0,9 0,4 0,4
AG 22:6n3 3,3 6,2 5,8 13,5 18,6
Total (%) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Total
(mg/g peso fresco) 14,75 7,40 5,50 5,72 3,75

En la tabla Il se presenta la composicion en AG totales de las distintas dietas que se
usaron como base de las dietas termo-formadas. Se puede observar que los AG 16:0 y 22:6n-3
fueron los principales AG en todos los productos pesqueros (17-20% para el 16:0 y del 5-24%
para el 22:6n-3).
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Tabla Il. Composicién de &cidos grasos (% del total de &cidos grasos) y cantidad de acidos
grasos (en ug /mg de biomasa fresca analizada) de los distintos productos pesqueros o de
mezclas de productos pesqueros seleccionados para formular las dietas termo-formadas.

Bacaladilla Cangrejo Mejilion Fiambre Lirio Lirio Fiambre Lirio-Mej

Acido graso Invierno Invierno Invierno G2% Lirio-Mej G2%
AG 14:0 3,6 1,7 5,2 2,9 3,1 3,5 3,6
AG 15:0 0,8 1,1 0,6 0,7 0,7 0,7 0,8
AG 16:0 17,0 18,4 20,3 19,2 19,1 20,0 19,8
AG 16:1n7 4,4 57 9,8 4,5 4,7 6,7 6,8
AG 16:2n4 == 1,0 - --- 0,7 0,6
AG 18:0 6,3 8,3 4,8 6,3 6,5 5,8 5,8
AG 18:1n9 15,9 12,3 2,2 20,2 19,9 12,5 11,8
AG 18:1n7 4,4 5,9 3,4 4,5 4,3 3,6 3,9
AG 18:2n6 1,6 1,0 1,3 4,7 1,6 4,6 2,1
AG 18:2n3 - 0,9 --- - == ==
AG 18:3n3 0,8 1,4 0,8 0,9 0,6 1,0 0,9
AG 18:4n3 1,3 2,3 1,6 0,9 0,9 1,8 2,0
AG 20:1n11 - 1,2 --- - 0,1 n.d.
AG 20:1n9 3,9 1,2 2,0 2,6 3,1 2,5 2,9
AG 20:1n7 0,4 2,3 1,8 - - 0,8 0,9
AG 20:2n6 0,2 1,3 0,5 0,3 0,3 0,5 0,5
AG 20:4n6 2,0 7,8 41 1,8 1,8 24 2,7
AG 20:4n3 0,3 - - 0,3 0,3 0,2 0,3
AG 20:5n3 10,8 15,1 27,5 9,4 9,9 15,8 16,8
AG 22:1 1,4 2,5 - 11 1,2 0,5 0,5
AG 22:2 - 2,6 - - 0,8 1,0
AG 22:3 - 0,7 --- - - -
AG 22:5n3 0,9 2,6 1,9 0,3 0,5 0,7 0,9
AG 22:6n3 24,1 9,1 5,8 19,5 21,4 14,8 15,4

Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Total AG 11,12 5,06 17,43 10,00 9,99 10,93 11,71

(microg/mg peso fresco)
(=)  no detectado

Analisis realizados por el ICCM.

Los &cidos grasos de las muestras recibidas de las diferentes comunidades quedan
reflejadas en las Tabla 1 (verano 2007) y 2 (invierno 2008). En el protocolo se aislaron de la
grasa bruta por transmetilacion (Christie, 1982) y separados por Cromatografia de Gases segun
Izquierdo et al. (1990).

Tabla 1: Composicion de acidos grasos (% acidos grasos totales) de las muestras de verano 2007 enviadas por los
distintos grupos de investigacion.

\2/36@”0 FAMES (%)  Saturad  Monoen n3  n6 n9 :SFA ARA EPA DHA
Sardina 36 23 3 4 12 3 08 93 19,0
Boga 37 19 35 8 9 32 25 60 231
Cangrejo 35 28 19 13 14 16 45 45 96
Murcia  Pulpentero 36 11 37 13 6 30 96 109 16,9
Gl.Digest. 30 14 9 147 34 93 119 20,1
Musculo 47 11 29 11 17 2 75 85 108
Génada 38 14 32 5 9 2 107 94 166
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IRTA Lisa 30 19 39 9 12 38 59 11,7 250
Mollera 40 22 28 8 10 13 1,8 52 42

Tabla 2: Composicion de acidos grasos (% acidos grasos totales) de las muestras de invierno 2008 enviadas por los
distintos grupos de investigacién.

Invierno n-3

2008 FAMES (%) Saturad Monoen n-3 n6 n9 HUFA ARA  EPA DHA
IRTA T. minutus 59 27 4 3 16 2 0,2 0,6 11
M. cephalus 55 34 5 2 23 2 0,3 0,9 1,2
. Lirio 31 35 28 4 24 26 1,5 6,6 18,3
Santagociien 28 24 37 6 11 33 35 239 72
Cangrejo 24 3 27 12 16 22 5,6 11,1 8,9
- Jurel 32 36 26 3 17 24 1,0 6,8 14,8
Asturas | o 30 33 2 4 24 30 14 79 211
Mejillén 29 28 32 7 13 26 3,2 14,6 10,1
Sardina 36 11 46 5 6 44 1,5 75 34,5
Boga desc. 27 35 14 2 26 11 0,5 2,6 6,3
Boga salvaje 35 14 42 7 7 39 2,2 71 30,5
Murcia Cangrejo 23 33 24 14 12 19 6,1 8,2 8,2
Pulp entero 27 17 43 12 12 38 6,8 13,3 22,4
Glan. Digest. 26 21 38 13 10 34 8,4 10,6 21,6
Musculo 27 17 46 10 12 40 6,5 14,9 23,4
Gonada 26 20 36 16 15 33 10,6 11,4 20,0
Harina pescado 29 35 30 4 17 25 0,5 9,3 13,8
Aceite pescado 26 38 27 7 24 23 0,8 7.8 11,9
Krill 41 35 18 3 16 15 0,4 9,4 50
: Trigo 22 20 5 52 18 1 0,0 04 0,3
valencia  Girasol 1 20 27 3 9 277 1 00 07 02
Girasol 2 19 29 2 48 28 2 0,0 0,8 0,2
Soja 17 27 6 51 25 1 0,0 0,3 0,2
Desconocido 22 19 6 52 17 1 0,0 0,4 0,0
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2.1.6. Colesterol.
ETTP-USC, C.A. de Galicia.

El andlisis de colesterol se realiza segun Saldanha et al. (2006). En la Tabla 1 se indican los
valores medios de colesterol de las muestras obtenidas como residuos de las plantas de transformacion
de los productos de la pesca. En la Figura 1 se representa el valor medio del contenido de colesterol de
las diferentes muestras enviadas por los grupos participantes en el proyecto correspondientes a la época
estival: Lisa (Lisa spp) y Mollera (Trisopterus minutus) por parte del grupo de investigacion del IRTA,
sardina (Sardina pilchardus), Boga (Boops boops), Cangrejo (Carcinus mediterraneus), y el musculo de
pulpo (Octopus vulgaris) por el grupo del IMIDA; el resto de especies corresponden al grupo de
investigacion de Galicia. En la Figura 2 se representa el valor medio de colesterol obtenidos para el pulpo
(entero) y sus partes (glandula digestiva, génadas y musculo), muestras enviadas por el grupo de
investigacion del IMIDA.

En cuanto a los niveles de colesterol, el grupo de los invertebrados aportan la mayor cantidad
(pota, camarén y cangrejo, a excepcion del patexo), en torno a 0,8 mg/g (p<0,05); seguido por el grupo
del lirio y pulpo (en torno a 0,35 mg/g; p<0,05). En la Tabla 1, meramente como valor informativo de
referencia, se incluye el contenido en colesterol de la merluza (sélo parte comestible), por ser un
subproducto de lonja que acompafia a los restos de bacaladilla. Los resultados de colesterol obtenidos
para las diferentes muestras consideradas materias primas en verano (Tabla 1), indican una mayor tasa
de colesterol para el caso de mejillén cocido, cabezas de camarén y alas de pota (alrededor de 0,8 mg/g).
A este grupo le sigue la bacaladilla (0,4 mg/g), el grupo de crustaceos decapodos y sardina (en torno a
0,2 mg/g), mientras que el resto de especies de peces se hallan por debajo de 0,2 mg/g, Los niveles
mostrados por los invertebrados los hace interesantes como una fuente adicional de colesterol, sin ser
una base importante en una futura dieta artificial dada su baja tasa de proteina.

Tabla 1. Valores medios de colesterol (mg/g) de
las muestras correspondientes los residuos de la
industria transformadora del pescado, verano
2007. Materias primas de Galicia.

Especie Colesterol
Pota 0,89+0,092
Crustaceos 0,76+0,232
Mejillon 0,93+0,092
Bacaladilla 0,41+0,04°
Merluza 0,29+0,11°
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Colesterol en especies marinas

0,8
0,6
0,4
0,2 | —
S — L
1

mg/g

OLISA B MOLLERA 0O SARDINA 0OBOGA
B BACALADILLA @ PATEXO B CANGREJO ®MEJILLON
B CAMARON @ POTA O PULPO

Figura 1. Contenido en colesterol de las distintas especies facilitadas por
los grupos participantes del proyecto de época estival.

Colesterol en pulpo

@ entero @ gonada O glandula O musculo

Figura 2. Contenido de colesterol de las diferentes partes anatomicas
del pulpo comdn, Octopus vulgaris.

Los datos de colesterol recogidos en invierno indican que el grupo constituido por invertebrados
cefaldépodos decdpodos (Calamar, Pota) es el grupo zooldgico méas rico en colesterol, seguido por los
crustaceos, a excepcion del cangrejo de rio que es el que posee el contenido mas bajo en relacion a las
restantes especies. En pulpo sigue a continuacion en cuanto respecta a la parte comestible (tentaculos),
sin embargo sus mayores niveles en sus drganos internos, incrementan el valor medio de colesterol
cuando se procesa en conjunto. Finalmente, las especies de peces son las que menos tasa de colesterol
presentan, con una tasa media entre 0,5 y 0,8 mg colesterol/g (p<0,05).

El musculo de pulpo salvaje tiene una tasa de colesterol superior a la de los pescados blancos y
crustaceos decapodos, mientras que en la composicién de su gonada presenta unos niveles similares a
los del mejillon y pota. La glandula digestiva presenta los mayores niveles de colesterol si se compara con
el resto de materias primas. Todo ello indica que el colesterol parece jugar un papel importante en la
fisiologia del animal.

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final. 59



MINISTERIO SECRETARIAGENERAL MCUMAR
DE MEDIO AMBIENTE DEL MAR JUNTA NACIONAL

VLD RN ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Tabla 2 Contenido medio de Colesterol (mg/g) de materias
primas capturadas en invierno 2008.
MATERIA PRIMA INVIERNO 2008
MUESTRA Colesterol
Boc 0,6357
Bos 10,7572
Ca 0,692°
Go 1,509 be
He 2,305
Hp 1,302
K 1,724c
Mc 0,513
Mu 0,685°
Pu 1,018?
Sa 0,573
Tm 0,566%
Cl 2,1900
Cr 0,2978
Cas 0,853
Jas 0,571°
Las 0,611°
Mas 0,76720
MATERIA PRIMA VERANO 2007
CasV 0,915°
JasV  (,8422b
LasV  0,491°
MasV  1,626¢
Boc: Boga cultivo (25-2-08); Bos: Boga salvaje; Ca:
Cangrejo (13-3-08); Cas: Cangrejo Asturias Febrero 2008.
CasV: Cangrejo Asturias (1-7-08). Cl: Calamar “Agua del
Pino” IFAPA; Cr: Cangrejo de rio “Agua del Pino” IFAPA;
Go: Gonada pulpo; He: Hepatopancreas pulpo; Hp: Harina
de pescado (arena); Jas: Jurel Asturias (29-1-08); K: Krill
(arena); JasV: Jurel Asturias Junio 2008; Las: Lirio
Asturias (6-2-08); LasV: Lirio Asturias (25-6-08); Mas:
Mejillon Asturias (6-2-08). MasV: Mejillon Asturias (9-6-
08).Mc: Mughil cephalus (22-1-08); Mu: Musculo pulpo;
Pu: pulpo completo (26-3-08); Sa: sardina; Tm: Trisopterus
minutus (22-1-08).

A nivel estacional, todas las muestras presentan una tasa de colesterol ligeramente superior en
invierno frente a verano, salvo algun caso puntual como el representado por el jurel y mejillon (fresco)
asturianos. Asi mismo, las especies de peces grasas contienen menos colesterol si se compara con
especies magras, independientemente de la época de captura.

Conclusiones.

el colesterol es mas abundante en cefalopodos decdpodos, seguido por los crustaceos
penneidos. Dentro del grupo de los peces teledsteos, el lirio o bacaladilla y en general especies magras
son las que presentan mayor tasa de colesterol con respecto a especies grasas. Por otro lado, el lirio es
una fuente interesante del acido graso DHA.
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2.1.7. Minerales especificos.

IMIDA, C.A. de Murcia.

Los minerales juegan un papel fundamental en la formaciéon de estructuras esqueléticas,
mantenimiento del equilibrio osmético, multiples procesos metabdlicos e incluso como componentes de
proteinas estructurales y funcionales como enzimas, hormonas y transportadores de oxigeno. No
obstante, los requerimientos de minerales en cefalopodos son mal conocidos. Hasta la fecha, el calcio se
ha resaltado como elemento importante para la formacién de la concha en la sepia, el estroncio como
esencial en la formacion del estatolito y el cobre como componente de la hemocianina o pigmento
transportador de oxigeno. Recientemente, Villanueva y Bustamante (2006) aportan datos que apoyan la
importancia del cobre y del azufre en la dieta de los cefalépodos. Seguramente, al igual que en peces, los
cefaldépodos puedan extraer algunos minerales del agua, en cuyo proceso estaria implicado el apéndice
de la glandula digestiva o pancreas (Wells y Wells, 1989), no obstante la mayoria deberia ser aportado
por la dieta debido a sus bajas concentraciones en el agua.

En el presente trabajo se hace una aproximacién a la importancia relativa de cada mineral en la
dieta del pulpo, a través de los andlisis del contenido en minerales de los animales y de sus tejidos, asi
como en dietas naturales alternativas y materias primas susceptibles de ser empleadas en la elaboracién
futura de piensos para cefaldpodos. Se ha determinado el contenido en macrominerales esenciales (Ca,
K, Mg, Na, P y S), microminerales esenciales (B, Cu, Fe, Mn y Zn) y metales pesados (Cd, Hg y Pb),
todos expresados en mg/Kg de peso seco.

Para la determinacion de los minerales especificos las muestras (5-6 g para muestras en fresco y 2
g para liofilizadas) se incineraron en horno Mufla a 600 °C para eliminar toda la materia organica,
solubilizando los minerales posteriormente en acido HCL 2N mediante ebullicion. La muestra resultante
se llevd hasta un volumen final de 200 ml con agua destilada. La deteccidn de los minerales se llevo a
cabo por espectrometria de emision atémica por plasma acoplado inductivamente (ICP) utilizando cinco
patrones para la recta de calibracién de cada mineral. Las A de méxima emisién seleccionadas fueron las
siguientes: B: 249.678, Ca: 445.478, Cu: 213.598, Fe: 238.204, K: 766.491, Mg: 280.270, Mn: 259.372,
Na: 589.592, Zn: 213.857, P: 213.618, S: 181.972, Cd: 214.439, Pb: 220.353, Hg: 194.164. De todos los
minerales obtenidos, los resultados obtenidos en cuanto al Hg y al S no deben considerarse definitivos.
En el primer caso debido a los bajos valores obtenidos en algunas muestras y que quedaron fuera del
rango de la recta de calibracién, y en el caso del S debido a los bajos valores en comparacion con los
resultados de otros autores, por lo que se requiere de la revision de la técnica. Los resultados del
contenido en macrominerales, microminerales esenciales y metales pesados se muestran
respectivamente en las Tablas 1,2y 3.

Como conclusiones generales se pueden destacar:

-Electrolitos: Valores extremos de Na en crustaceos y moluscos (especialmente en musculo), y de K en
harinas de pescado y soja (Figura 1).
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Electrolitos (mg/Kg DW)

- /Carcinus maenas-Ast.
/- N Sardina pilchardug0000 Carcinus maenas-Mur.
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N 35000
Mugil sp. Pennaeus sp.
30000
25000
20000

Trachurus trachurus Harina de girasol

Sparus aurata Harina de gluten

Boops boops-Salvaje-Mur Harina de krill *Na

Boops boops-Salvaje-Can Harina de pescado

Boops boops-Cultivo-Mur Harina de soja

Boops boops-Cultivo-Can Harina de trigo

Micromesistius poutassou-Gal. Prot. Guisante 75

\ Micromesistius poutassou-Ast.
Octopus vulgaris-Génada
Octopus vulgaris-G. digestiva
P Oc?opus ',g' Mu

Loligo gahi
Mytilus galloprovincialis-Ast.
Mytilus galloprovincialis-gal.
sp.

T
Octopus vulgaris-Completo

Figura 1. Comparacién de los valores de los electrolitos Na y K en las distintas muestras analizadas.

-Elementos estructurales: Predominio del Cay P en crustaceos y harinas de pescado y de krill (Figura 2).

Macroel iales: P y Ca (mg/Kg DW)
——P
—-Ca
Carcinus maenas-Ast.
Sardina pi Carcinus magpas-Mur.
s Trisopterus minutus Procagibarus clarkii
45000
Mugil sp. ennaeus sp.

Trachurus trachurus Harina de girasol

Sparus aurata Harina de gluten

Boops boops-Salvaje-Mur Harina de krill

Boops boops-Salvaje-Can Harina de pescado

Boops boops-Cultivo-Mur Harina de soja

Boops boops-Cultivo-Can Harina de trigo
\_ Micromesistius poutassou-Gal. Prot. Guisante 75
Micromesistius poutassou-Ast. Loligo gahi
Octopus vulgaris-Gonada Mytilus galloprovincialis-Ast.

Octopus vulgaris-G. digestiva Mytilus galloprovincialis-gal.
PUS Getbpus vilgans-Miscul Todarodes 5o ¢
Octopus vulgaris-Completo

Figura 2. Comparacién de los valores de elementos estructurales (Ca y P) en las distintas muestras
analizadas.

-Microelementos esenciales (Cu, Fe y Zn; ver Figuras 3,4 y 5):
a) Todos especialmente elevados en glandula digestiva del pulpo.
b) Zn abundante en génada de pulpo, bivalvos, calamar, crustaceos y harinas de pescado, trigo y
guisante.
¢) Cu abundante en crustaceos, calamar y harina de Krill.
d) Fe abundante en crustaceos, bivalvos, mujol y harina de pescado.
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Figura 3. Comparacion de los valores de Cu en las distintas muestras analizadas.
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Figura 4. Comparacion de los valores de Fe en las distintas muestras analizadas.
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Figura 5. Comparacion de los valores de Zn en las distintas muestras analizadas.
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-Metales pesados: Acumulacién en glandula digestiva de pulpo, Pb en Cangrejo (Murcia), Hg en Pota, y
Cd en Calamar y Cabezas de langostino (Figura 6).

Metales pesados (mg/Kg DW)

S Carcinus maenas-Ast.
/- Sardina pilchardus 20 Carcinus maenas-Mur.
Trisopterus minutus 18 Procambarus clarkii
Mugil sp. 16 Pennaeus sp.
Trachurus trachurus 14 Harina de girasol
12
Sparus aurata 10 Harina de gluten
8
Boops boops-Salvaje-Mur 6 Harina de krill
4 /
Boops boops-Salvaje-Can v Harina de pescado
Boops boops-Cultivo-Mur x Harina de soja —=Hg
Pb
Boops boops-Cultivo-Can Harina de trigo
Micromesistius poutassou-Gal. 3 Prot. Guisante 75

& Micromesistius poutassou-Ast. Loligo gahi
Octopus vulgaris-Génada Mytilus galloprovincialis-Ast.

Octopus vulgaris-G. digestiv: Mytilus galloprovincialis-gal.
Octopus vulgaris-Mésculo Todarodes sp.
Octopus vulgaris-Completo j

Figura 6. Comparacion de los valores de metales pesados (Cd, Hg y Pb) en las distintas muestras
analizadas.

Por lo tanto, en el caso concreto del pulpo y segun los resultados obtenidos, los electrolitos
jugarian un papel mayoritario en sus tejidos asi como en las dietas naturales preferentes. Por orden de
importancia le seguirian el fésforo, el magnesio, el calcio y el azufre. Entre los microminerales esenciales
cabe destacar el elevado contenido en cobre, sin embargo, éste es exclusivo de la gldndula digestiva y no
del musculo, de forma que el contenido en este tejido es similar al observado en distintas especies de
peces. Estos resultados muestran la capacidad de concentracion de la mayoria de los microminerales
analizados en la glandula digestiva del pulpo, incluyendo ademas del Cu, el Fe, Zn y metales pesados
como el Cd y Pb. No ocurre asi con los electrolitos, los cuales practicamente duplican su contenido en el
tejido muscular respecto de la glandula digestiva. Finalmente el Zn, con independencia de la glandula
digestiva, mostré valores excepcionalmente elevados en la génada del pulpo en comparacion con el resto
de tejidos.
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3.2. DIGESTIBILIDAD.
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2.2.1. Bioquimica digestiva del pulpo.

GAV-UPV, C.A. de Valencia. Colabora IMIDA, C.A. de Murcia.

Con objeto de disponer de la informacién necesaria para modelizar cuantitativa y
cualitativamente el proceso de digestion del pulpo (Octopus vulgaris) se ha llevado a cabo una
caracterizacién funcional del tipo de enzimas presentes en diferentes segmentos del digestivo, con
especial atencion a las proteasas.

Material y métodos.

Ejemplares adultos de pulpo (n=14) fueron obtenidos a partir del stock mantenido en la planta de
cultivos marinos del IMIDA (Murcia). Los ejemplares, de un peso comprendido entre 2 y 4 kg fueron
sacrificados en periodo postpandrial (4 horas después de la ultima comida) y mantenidos en hielo. Acto
seguido los digestivos de los mismos fueron diseccionados cuidadosamente y fraccionados en diferentes
secciones correspondientes a glandulas salivales anteriores y posteriores (GsA, GsP), buche (B),
hepatopancreas (HP), intestino (I) y ciego (C). Cada seccién fue pesada y congelada a -80°C, vy
posteriormente liofilizada para su adecuada conservacion hasta la preparacién de los extractos
enzimaticos. Estos se prepararon pesando cantidades apropiadas de cada uno de los tejidos y
homogenizando en agua destilada. Los extractos se centrifugaron (8.000 g, 15 min, 4°C) , siendo
utilizados los sobrenadantes para el ensayo de la actividad proteasa total mediante el método de Kunitz
(1947). El perfil 6ptimo de actividad en funcion del pH se determiné en cada uno de los 6rganos, asi como
la variabilidad interindividual en las actividades de las glandulas salivares y hepatopancreas. La actividad
lipasa se determin6 utilizando B-naftil caprilato segin Versaw et al. (1989)

Resultados y discusion.

Los perfiles de actividad proteasa en funcion del pH, obtenidos en las diferentes fracciones de
tejido, se resumen en la Figura 1. Se puso en evidencia una gran variabilidad en los mismos, con
maximos identificados en la zona acida (pH 2-5) en los extractos obtenidos en GSa, B, HP e I, y en la
zona alcalina para GSp e I. Por otra parte, la complejidad de los perfiles obtenidos para algunos 6rganos
demuestra la existencia de mas de una enzima con actividad proteasa en el tejido analizado, algo
especialmente evidente en las glandulas salivares, el ciego o el intestino. Los datos de actividad proteasa
en los principales érganos (glandulas salivares y hepatopancreas) de un total de 13 individuos (6 hembras
y 7 machos) se detallan en la Tabla 1. Se evidenci6 el importante papel de las GSp en la proteolisis del
alimento, dado que presentaban tanto una elevada actividad especifica como por gramo de tejido. Por
otra parte, aunque el hepatopancreas presentaba una menor actividad por gramo de tejido, la
contribucién total a la produccién de enzima resulté elevada dado el gran tamafio de dicha viscera. Las
hembras mostraron siempre una mayor actividad proteasa que los machos, aunque las diferencias sélo
resultaron significativas en los valores de actividad medidos en las GSp. Los valores de actividad lipasa
medida en los mismos 6rganos se detallan en la Tabla II. Las tendencias generales son similares a las
indicadas para la actividad proteasa.
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Figura 1. Perfiles de actividad proteasa en funcion del pH en diferentes 6rganos de Octopus vulgaris
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Tabla 2._Actividad lipasa especifica, por g de tejido, por érgano y por individuo, en glandulas salivares y
hepatopancreas de diferentes ejemplares de Octopus vulgaris
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2.2.2. Evaluacion in vitro de la digestibilidad de ingredientes proteicos por las
enzimas del pulpo.

UPV-GAB, C.A. de Valencia.

Objetivo: Realizar una primera estimacién de la bioaccesibilidad de distintos tipos de proteinas de origen
animal por las enzimas digestivas del pulpo comun con objeto de orientar a la seleccion futura de
ingredientes en los piensos para esta especie.

Material y métodos.

Para poder llevar a cabo la modelizacion de la digestion proteica en esta especie se seguiran los
siguientes pasos:

Cuantificacion de las proteasas presentes en distintas secciones y glandulas asociadas a su
digestivo

Medida del pH 6ptimo al cual desarrollan su actividad las mencionadas enzimas

Estudios preliminares de caracterizaciéon habian puesto de manifiesto la gran importancia relativa
que en el conjunto de las proteasas presentes en el digestivo del pulpo de tienen las enzimas de las
glédndulas salivares posteriores y del hepatopancreas. Por otra parte, se comprob6é que la las
proteasas localizadas en las glandulas salivares son preferentemente funcionales a pH alcalino, en
tanto que las del hepatopancreas lo son a pH &cido.

Establecimiento de la relacién enzima:sustrato (E:S).

Resulta dificil conocer qué relacion enzima:sustrato existe realmente en el digestivo de un animal
dada la gran cantidad de factores que afectan a la secrecion de las mismas, por lo que Unicamente se realiza
una estimacion basada en:

- Medir la cantidad total de actividad en un 6rgano concreto

- Conocer la cantidad total de sustrato aportada en cada dosis de alimento

- Suponer que dicha actividad se libera completamente en presencia de dicha dosis de alimento
- Establecer la importancia relativa de cada etapa de la digestion

Igualmente se trata de una estimacién que debe considerar que aunque la actividad especifica de
proteasas es menor en el hepatopancreas, el tamafio de dicha viscera implica un gran volumen de secrecion
enzimatica, por lo que la contribucion total a la hidrélisis proteica resultaria significativamente mayor. En este
sentido también el tiempo de hidrélisis es importante, ya la duracion de cada etapa resulta diferente. En el
caso del pulpo, el tiempo estimado de actuacién de las proteasas presentes en las glandulas salivares se
entiende prolongado, ya que esta especie realiza una importante manipulacion del alimento y digestion
extraoral para luego bombear el alimento parcialmente digerido al interior del digestivo y continuar con el
proceso.

Considerando todo lo anterior, los ensayos se han llevado a cabo mediante una hidrélisis en dos
fases en las que teniendo en cuenta el contenido en proteina de cada materia prima, se pesaron cantidades
de cada una de ellas suficientes para incorporar 100 mg de proteina al sistema.
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La primera etapa (en la que se usan las enzimas obtenidas de la glandula salivar posterior) se
realizé a pH 8.0, tuvo una duracion de 60 min y se emplearon 20 U de actividad en un reactor cerrado (E:S
de 2 U/mg)

La segunda fase, en la que emplearon las enzimas obtenidas del hepatopancreas, tuvo una
duracion de 120 min y se emplearon 100 U de actividad (una relacién 5:1 frente a la actividad de la primera
etapa y de 10 U/mg E:S) y se empled el biorreactor de membrana para la retirada secuencial de los
aminoacidos liberados que fueron cuantificados mediante la reaccion con orto-phtaldehido OPA. El paso de
la primera fase a la segunda finalizaba con una interrupcion de la digestién alcalina mediante acidificacion
con HCL 0,1 M hasta llevar la solucion al pH 6.0 utilizado en esta ultima.

Todas las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado. La comparacion entre valores finales se
llevé a cabo mediante ANOVA seguido de un test de rango multiple. La comparacién de la liberacion
progresiva de aminoécidos se llevd cabo mediante analisis de la covarianza, utilizando el tiempo como co-
variable.

Resultados.

Los resultados obtenidos se detallan en las Figs. 1y 2. En la Fig 1 se representa la cantidad de aa
liberados en cada momento de muestreo, presentada tanto de forma absoluta como acumulada (suma hasta
ese punto). Resultan evidentes las diferencias existentes en el curso de la hidrélisis de las distintas proteinas;
asi, la caseina y la gelatina muestran una hidrdlisis no sélo cuantitativamente mayor, sino mas mantenida, ya
que alcanzan el maximo de liberacion a los 80 min de iniciada la fase acida de la digestion, en tanto que el
resto de proteinas liberan menos aminoacidos y la hidrélisis parece disminuir a partir de los 60 min.

Utilizando como base los datos de produccién acumulada de aa (Fig 1B) se realiz6 un ajuste lineal
considerando solo los valores hasta el minuto 90 de reaccion. El analisis estadistico puso de manifiesto
diferencias significativas tanto entre las pendientes como en los términos independientes de las ecuaciones.
Por otra parte, un analisis del conjunto de los valores obtenidos para cada ingrediente, utilizando el tiempo
como covariable evidencio diferencias significativas entre la mayor parte de los mismos (Tabla I)

El ajuste lineal de la liberacion permite calcular varios parametros que resultan Utiles para comparar
la hidrolisis realizada sobre las diferentes proteinas. Asi por ejemplo, la pendiente de la ecuacion indicaria la
tasa promedio de hidrdlisis, en mg de aa/min medida para cada proteina y que oscila desde los 0,5 mg/min
en el caso del krill a los cerca de 0,9 mg/min para la caseina. La ecuacion también puede ser utilizada para
predecir el tiempo necesario para completar la hidrdlisis de todo el sustrato presente en la reaccion,
simplemente despejando la “x” y substituyendo la “y” por la cantidad empleada en los ensayos (100 mg en el
presente caso). De esta forma resultarian tiempos 3 h 20 min para completar la hidrélisis del krill o de algo

menos de 2 h para la caseina o la gelatina.
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Figura 1. Aminoacidos liberados durante el curso de la hidrélisis en las diferentes materias primas evaluadas
(A); en cada punto de muestreo, (B); valores acumulados.
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Figura 2. Ajuste lineal de la hidrdlisis realizada sobre las distintas materias primas por las proteasas
digestivas del pulpo.

Tabla |._Ecuaciones de ajuste lineal de la hidrélisis realizada sobre las distintas materias primas por las
proteasas digestivas del pulpo. En las ecuaciones “y” representa la cantidad de aminoacidos liberados (en
mg) y “x” el tiempo consumido (en min). Las diferencias representadas son el resultado de un andlisis de la
convarianza empleando el tiempo como covariable.

krill y = 0,5008x - 0,4527 R2=0,9931 x
calamar y =0,6322x + 0,8028 R2=0,9973 x
pescado y =0,7237x + 0,1939 R2 =0,9966 xxx
gelatina y = 0,8544x + 0,6742 R2 = 0,9946 XX
caseina y = 0,8745x + 0,5692 R2 = 0,9982 X

Conclusion.

Se han observado claras diferencias tanto en la cuantia de la hidrélisis como en la velocidad de la
misma ejercida por las proteasas digestivas del pulpo sobre las diferentes proteinas evaluadas

Las diferencias estarian fundamentalmente relacionadas con el grado de solubilizacion de las
distintas proteinas (elevado en la caseina o la gelatina y més reducido en el caso de la h. de krill).
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2.2.3. Caracterizacion de la actividad enzimatica del jugo gastrico del pulpo a
distintos pH. Digestibilidad in Vitro de distintas dietas, con jugo gastrico de

pulpo.
IFAPA Centro “Agua del Pino”. Colabora C.A. de Galicia.

Introduccion.

Octopus wulgaris y Sepia officinalis son especies con elevado potencial para la
diversificacion en acuicultura, debido a su elevado crecimiento (Domingues et al. 2006; Iglesias et
al. 2007) y valor comercial. El engorde de O. vulgaris es llevado a cabo actualmente en Galicia, pero
la viabilidad econdmica es baja, debido a la dependencia de juveniles capturados del medio natural,
y la inexistencia de dietas artificiales (Iglesias et al. 2007), que son los dos principales cuellos de
botella para el cultivo en gran escala de esta especie (Domingues et al. 2006).

El conocimiento de la fisiologia digestiva y en particular de la forma en que operan las
enzimas digestivas es de gran importancia para el desarrollo de dietas artificiales. Al ser los
cefaldépodos altamente dependientes de las proteinas, las enzimas proteoliticas son determinantes
en la digestion y disponibilidad de nutrientes. Uno de los principales factores que afectan la actividad
de las enzimas proteoliticas es el pH, debido a que de éste depende su estructura y capacidad de
transformar los sustratos en el alimento (Murray et al. 2001).

Los cefalopodos realizan la digestion del alimento en dos fases, una extracelular y otra
intracelular. La intracelular se lleva a cabo en la glandula digestiva mientras que la extracelular es el
resultado de la degradacion del alimento por la actividad de las enzimas que forman el jugo gastrico.
Poco se sabe acerca de la actividad de las enzimas digestivas intra y extracelulares en cefalépodos.
Estudios recientes han demostrado que las enzimas digestivas intracelulares de Dosidiscus gigas
tienen su maxima actividad en pH 4,5 (Cardenas y Haard, 2009), mientras que en S. officinalis se
han observado pH'’s Optimos para esas mismas enzimas de entre 8y 8,5 (Perrin, 2004).

Tomando en consideracion la importancia que tiene el conocer la fisiologia digestiva como
base para la formulacion de alimentos preparados, este estudio fue disefiado con el fin de evaluar el
efecto del pH en las principales proteasas digestivas presentes en el jugo géstrico de O. vulgaris y
S. officinalis. Con esta informacion, se puso en marcha un sistema de digestibilidad in vitro (pH stat)
en el que se evalud la capacidad digestiva del jugo gastrico de O. vulgaris sobre 10 dietas.

Material y métodos.

Para el estudio de la actividad enzimatica y las pruebas de digestibilidad in vitro se utilizaron
muestras de jugo gastrico de 5 pulpos O. vulgaris con un peso de 1102,3+198,1 g. Los animales
fueron mantenidos en ayuno 24 horas antes de ser sacrificados, para lo que previamente fueron
anestesiados en hielo durante 3 minutos. El jugo gastrico de cada uno fue extraido, dividido en
alicuotas de 100 pl, y conservado a -80°C hasta su analisis. Se utilizé un método de engario para
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que los pulpos generaran suficiente volumen de jugo gastrico, que consistio en ensefarles
alimentos sin que pudieran comerlos.

Las enzimas evaluadas fueron proteasas totales, proteasas alcalinas totales, tripsina y
quimotripsina, las cuales fueron medidas en diferentes valores de pH de entre 2 y 12. Los métodos
de analisis de enzimas utilizados fueron Charney y Tomarelli (1947) y Delmar et al. (1979) para
tripsina y quimotripsina, respectivamente, y Anson (1938) para proteasas totales y alcalinas totales,
pero con una modificacion, el uso exclusivo del tampdn universal Stauffer (1989), ya que es més
estable en todo el intervalo de pH. Para la determinaciéon de la concentracién de proteina soluble se
utilizé la técnica de Bradford (1976).

Los extractos obtenidos fueron centrifugados a 13200 rpm durante 30 min a 4°C. El
sobrenadante, donde se encontraban las enzimas digestivas, fue recuperado. Para las proteasas
totales se utilizd hemoglobina al 1% como sustrato y para proteasas alcalinas totales, azocaseina al
1%. Se emplearon BAPPNA 1 mM y SAPPNA 1,142 mM como sustratos especificos para tripsina y
quimotripsina, respectivamente. Cada medicion de actividad enzimatica fue determinada por
triplicado y referida en Ul/mg de proteina.

En los ensayos de digestibilidad in vitro se evalu6 la capacidad digestiva de O. vulgaris
sobre 10 dietas utilizando el jugo gastrico como fuente de enzimas digestivas, el pH-STAT como
digestor artificial, y con las enzimas digestivas caracterizadas a un pH determinado. Se midié el
grado de hidrélisis (%GH) de dietas con base de bacaladilla, Micromesistius poutassou, y como
aglutinante, distintos porcentajes de proteina de soja (15%), gelatina natural (10, 10+colesterol
+arginina y 20%) o calentada (10+col+arg y 10%); ademas, se probaron algunas dietas naturales
normalmente utilizadas en el engorde de esta especie, como bacaladilla, el mejillon (Mytilus edulis),
calamar (Loligo gahi) y calamar liofilizado.

Resultados
El perfil de actividad enzimatica de proteasas totales en el jugo gastrico de O. vulgaris en el

rango de pH 2 a 12, (Figura 1) indica que existen dos picos de actividad enzimatica maxima, a pH 7
y9.

Figura1 - Proteasas totales
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La variacién de actividad enzimatica de proteasas alcalinas totales en el jugo gastrico de O. vulgaris en el
rango de pH 6 a 12 se muestra en la Figura 2. Se observa un maximo de actividad a pH 8.
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El porcentaje de actividad de la tripsina (Figura 3) en el jugo gastrico de es maximo
a pH 7, mientras que para quimotripsina (Figura 4), es a pH 8.
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La digestibilidad in vitro (Grado de hidrélisis, GH %), usando jugo gastrico de pulpo
como fuente de enzimas digestivas, sobre distintas dietas artificiales preparadas con base de
bacaladilla y aglutinadas con proteina de soja, gelatina natural o calentada, y sobre dietas
naturales como mejillon y calamar, se muestran en la Figura 5.
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La actividad de proteasas totales y proteasas alcalinas totales es a pH 9 y 8,
respectivamente, mientras que la actividad méxima de tripsina se registr6 en pH 7 y de
quimotripsina en pH 8. Asi, el paquete enzimatico del jugo gastrico de pulpo tiene mayor actividad a
pH alcalino, al contrario que en calamares y otros cefalopodos, como Octopus maya, que presentan
mayor actividad en medios acidos.

En relacién a los aglutinantes, la gelatina en frio mostrd ser un aglutinante adecuado.
Cuando fue usada para aglutinar bacaladilla cruda, tanto al 10% como al 20%, estas dietas han
obtenido digestibilidad similar a las dietas naturales como calamar, mejillon o bacaladilla. En
oposicién, la proteina de soja y la gelatina disuelta en agua caliente proporcionaron bajas
digestibilidad, no siendo aconsejadas como aglutinantes de dietas para estas especies.

Finalmente, la bacaladilla (Micromesistius poutassou) parece ser una buena base de
materia prima para la elaboracion de dietas artificiales para pulpo.
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2.2.4. Digestibilidad de una dieta artificial utilizando como aglutinante alginato y
otra natural de pescado en el pulpo de roca.

IMIDA, C.A. de Murcia.

Los resultados de crecimiento obtenidos con dietas experimentales, aunque algunos han
sido positivos, siempre han sido inferiores a los obtenidos con determinadas dietas naturales.
Frecuentemente esto se ha atribuido a la falta de palatabilidad que implica en general una
disminucién de la ingesta, o también a una deficiente composicion nutricional. Sin embargo, los
procesos para la preparacion de las dietas artificiales utilizando aglutinantes pueden también tener
una influencia negativa sobre la digestibilidad de los nutrientes que contienen. En este trabajo se
comparan la digestibilidad de dos dietas una formulada a base de boga y langostino mezclado y con
alginato como aglutinante y otra natural de boga.

Material y métodos.

Los ejemplares de pulpo fueron capturados por una embarcacion de arrastre de fondo y
trasladados al laboratorio. En este se estabularon durante quince dias para su adaptacion a las
condiciones de cautividad en 2 tanques circulares de 2000 litros que tenian tubos de PVC para
servir como refugios o guaridas. Estos tanques se encuentran dentro de un sistema de recirculacion,
con filtros mecanicos y bioldgicos, UV, y bomba de calor. Durante este periodo la temperatura fue
de 18+1°C, el oxigeno disuelto no descendié del 80% (Cerezo Valverde y Garcia Garcia 2005), y se
les suministro cangrejo y boga como alimento (Garcia Garcia y Cerezo Valverde 2006).

Después de este periodo de aclimatacién se seleccionaron ejemplares con pesos
corporales de 500 a 800 g y se trasladaron a los tanques donde, tras otros quince dias de
adaptacion, se realizaria el experimento. Los tanques eran circulares de 160 litros de volumen y se
estabulaba un pulpo en cada uno de los tanques. Estos también operaban en un sistema de
recirculacion de agua y las condiciones experimentales fueron similares a las descritas
anteriormente.

En el experimento se utilizaron dos tipos de dieta: filetes de boga y una dieta experimental
que estaba elaborada con alginato, disolucion de calcio, boga y langostino. Para su elaboracion se
preparaba una pasta de alginato (65 g de Pokel Merl por cada litro de agua destilada), a la que se
adicionaba boga (sin espinas ni escamas) y langostino muy bien triturados. Todo ello se mezclaba
muy bien con una batidora industrial. Por ultimo se afiadia una disolucion de calcio (10 g de Pokel
Cals por cada 100 ml de agua destilada) que se mezcld también con la batidora industrial para
endurecer la pasta. La pasta resultante se ponia en bandejas de plastico que se colocaban en una
camara frigorifica (4°C) durante 24 horas. Tras este periodo la pasta se habia solidificado y se
cortaba en trozos de aproximadamente 4 cm. que se almacenaban en bolsas de plastico y en una
camara congeladora (-20°C) para su posterior utilizacion.

Se realiz6 una prueba de estabilidad de la dieta artificial en agua de mar para comprobar si

se disgregaba y cuantificar los cambios en peso. Se realizaron dos mediciones a las 4 y a las 24
horas de inmersion. Para ello 5 trozos de dieta de peso conocido se sumergian en 5 recipientes con
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agua de mary eran pesados a la 4 y a las 24 horas de inmersién. El factor de correccion se calculo
como: F = Pi/ Pf, donde Pi es el peso inicial de la muestra y Pf el peso final transcurridas las 4 y 24
horas de inmersién. Este factor de correccidn se utilizo para calcular la ingesta diaria de alimentos,
multiplicando este valor por la comida sobrante en el tanque.

Tabla 1 — Calculo del factor de correccion después de 4 y de 24 horas de inmersion en agua de mar de la
dieta artificial.

Muestra Peso inicial Peso (4 h en agua) Diferencia % Factor

1 26,04 24,58 -1,46 -5,607 1,0594

2 27,16 25,23 -1,93 7,106 %m?)

3 26,66 25,18 -1,48 -5,551 1,0588

4 26,43 26,08 0,35 -1,324 1,0134

5 23,06 20,63 2,43 -10,54 1,1178
1,0651

Muestra Peso inicial Peso (24 h en agua) Diferencia % Factor

1 26,04 22,81 -3,23 -12,4 1,1416

2 27,16 23,77 -3,39 -12,48  1,1426

3 26,66 23,48 -3,18 -11,93 1,1354

4 26,43 25,31 -1,12 4,238 1,0443

5 23,06 19,9 -3,16 13,7 1,1588

1,1245

Se establecieron dos grupos experimentales de pulpos: a uno se alimento con filetes de
boga y estaba formado por 7 ejemplares de los cuales 3 eran machos y 4 hembras; el otro grupo
estaba formado por 8 ejemplares, 3 machos y 5 hembras.

El alimento se suministraba a cada tanque a las 9 horas y 6 dias a la semana,
suministrando siempre una cantidad conocida y superior a la que ingerian, de tal forma que al dia
siguiente los restos de alimento eran retirados, secados con papel secante y pesados con el objeto
de calcular la ingesta de alimento. Cada dia antes de suministrar el alimento se recogian las heces
mediante un pequefio salabre con una malla muy fina y era colocada en cajas de petri y guardadas
en el congelador (-20°C), posteriormente eran centrifugadas, liofilizadas y almacenadas hasta su
analisis.

El contenido en macronutrientes (proteina, grasa, humedad y cenizas) de ejemplares del pulpo
(al inicio y al final del experimento); heces y de las dietas se determin6 segun los métodos de la
AOAC (1997): la proteina por el método Kjekdahl utilizando 6,25 como factor de conversion de
nitrdgeno a proteina, grasa mediante extraccion con éter de petréleo usando un extractor SOXTEC
System HT6, humedad por desecacion a 105 + 1°C hasta peso constante y minerales totales por
incineracion a 450 + 2 °C. El material extraible libre de nitrdgeno (NFE) se célculo por diferencia.
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Los minerales especificos se analizaron utilizando el método de espectrometria de emision atomica
(ICP) con un aparato Varian (Vista-mpx).

El contenido en cenizas insolubles en acidos (AlA) de las heces y las dos dietas fue
analizado utilizando el método descrito por Atkinson et al. (1984). Todos los anélisis se realizaron
por triplicado. El coeficiente de digestibilidad aparente (CDA) fue calculado utilizando la ecuacion de
Maynard y Loosli (1969): CDA = 100-(100 x %Mdieta/ %Mheces) x (%Nheces/%Ndieta), donde M es
el marcador inerte (AIA) y N el nutriente.

Se calculd los valores medios y la desviacion estandar de todos los parametros medidos y
las diferencias entre los valores medios fueron analizadas con el analisis de la varianza, para lo que
los indices y porcentajes fueron transformados previamente en logaritmos neperianos. Para
establecer grupos homogéneos se utilizd el andlisis de Tukey HDS para numero desigual de
muestras. Se establecio un nivel de significacion de p <0,05.

Resultados.

Composicion nutritiva del alimento.
Macronutrientes.

Los resultados de los anélisis de las dos dietas empleadas se muestran en la Tabla 2. Se
comprueba que para los valores de materia seca, proteina y cenizas insolubles en &cidos existen
diferencias significativas, siendo en las Ultimas donde las diferencias de los valores medios son
mayores. No existen diferencias significativas en el contenido en lipidos.

Tabla 2. Composicién en macronutrientes del alimento suministrado en peso seco.

M. Seca Proteina Lipidos Cenizas C.LAT M.E.L.N.2
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Boga
(Boops boops)  30,94* 64,62 £0,63° 33,75+2,12 4,11+0,04* 0,04+0,01* n.d.
(n=3)
Dieta
Experimental 26,29 51,07+1,17 32,05+0,12 10,69+1,30 0,16+0,03 7,00+ 2,07
(n=3)

"'C.I.A. — Cenizas insolubles en &cido.

2 M.E.L.N. — Material extraible libre de nitrégeno.
n.d. — no significativo.

*P<0,05 — Significativo

Minerales.

El contenido de minerales en las dos dietas se muestra en la Tabla 3. No existen diferencias
significativas en los contenidos en magnesio, fésforo y zinc. Los contenidos de boro, calcio, hierro,
manganeso y sodio son significativamente diferentes, siendo mayores los valores en la dieta
experimental. Sin embargo para los otros dos minerales, cobre y potasio, la situacion es inversa
encontrandose en mayor cantidad en la boga.
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Tabla 3. Composicion nutricional de los minerales en el alimento expresados en peso seco (mg/kg).

Boga (Boops Boops) Dieta experimental ANOVA

B Media + SD 0,64 +0,21 1,23 £ 0,24 *
Min - Max 0,57-0,87 1,03-1,50

Ca Media + SD 1159,60 + 54,48 9511,63 £ 1175,47 *
Min — Max 1127,08 - 1222,49 8502,13 — 10802,13

Cu Media + SD 9,32 £ 1,51 6,26 + 0,76 *
Min — Max 8,23 -11,05 5,42 -6,91

Fe Media + SD 16,61 £ 0,90 41,72 £4,35 *
Min — Max 15,62 - 17,40 37,60 — 46,27

K Media + SD 11995,66 + 355,61 8506,43 + 1219,70 *
Min - Max 11659,89 — 12368,24 7294,49 - 9733,72

Mg Media + SD 1454,76 + 41,10 1297,20 + 168,46 n.s.
Min - Max 1407,64 - 1483,18 1156,09 — 1483,71

Mn Media + SD 0,04 £0,00 0,16 £ 0,01 *
Min — Max 0,04 -0,05 0,15-0,17

Na Media + SD 4205,8 £ 111,27 12078,13 £ 1717,62 *
Min - Max 4097,06 - 4319,33 10531,54 - 13926,72

P Media + SD 7912,06 + 219,63 7380,22 + 882,38 n.s.
Min - Max 7660,48 — 8065,54 6586,91 - 8330,57

Zn Media + SD 26,50 0,22 19,73 +4,28 n.s.
Min - Max 26,27 - 26,70 16,92 — 24,66

B: Boro; Ca: Calcio; Cu: Cobre; Fe: Hierro; K: Potasio; Mg: Magnesio; Mn: Manganeso; Na: Sodio; P: Fésforo; Zn: Zinc;

n.s.: no significativo; p>0,05; *p<0,05 - Significativo

Composicion de los pulpos.
Macronutrientes.

Tabla 4. Composicion en macronutrientes de los ejemplares de pulpo. CT: composicién de todo
el cuerpo; EGD: excluyendo la gldndula digestiva; GD: glandula digestiva.

Humedad (%) Proteina (%) Lipidos (%)  Cenizas (%) M.E.L.N."
CT
Controle inicial (n=3) 79,65 0,53 16,98 + 0,22 0,30 +£0,08® 2,39+0,13 1,12+ 0,40
Boga (Boops boops) (n=6) 80,03 + 0,76 15,61+ 0,54 0,57 +0,172  2,29+0,12 1,72 + 0,60
Dieta experimental (n=7) 80,35+ 0,98 15,69 + 0,88 0,27 £0,10° 2,27 + 0,06 1,39 + 0,65
ANOVA n.s. n.s. ¥ n.s. n.s.
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EGD
Controle Inicial (n=3) 79,92 £ 0,49 16,98 + 0,17 020+0,09 240%013  0,95+047
Boga (Boops boops) (n=6) 80,78 + 0,80 15,53 + 0,55 024+012 233%0,12 1,36 + 0,48
Dieta experimental (n=7) 80,60 + 0,96 15,70 £ 0,98 0,14+0,07  2,28+0,07 1,28 £ 0,71
ANOVA n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
GD
Controle Inicial (n=3) 71,08 + 1,572 16,97 + 2,62 334+066 216+0,16° 6,65+385
Boga (Boops boops) (n=6) 63,68 + 3,96° 17,27 £2,13 746+523 157+£0212 10,02+4,48
Dieta experimental (n=7) 70,73 £ 4,410 17,19 £ 1,79 536+365 207+022 544+173
ANOVA * n.s. n.s. * n.s.

T M.E.L.N. — Material extraible libre de nitrégeno; n.s.: no significativo; *Significativo: p<0,05.

Tabla 5. Composicion en minerales de los ejemplares completos de pulpo en peso humedo (mg/kg).

Control inicial Boga Dieta experimental ANOVA

B Media+SD  3,67+0,73 2,01£1,52 2,45+1,18 n.s.
Min-Max 2,91-437 0,85 - 4,06 0,88 - 3,48

Ca Media+SD 610,60 + 185,220 177,46 + 32,762 202,31 + 44,672 *
Min-Max 477,26 - 822,01 143,65 - 224,32 142,96 - 251,29

Cu Media+SD 20,15+ 1,62 6,48 £ 2,742 23,08 + 4,540 *
Min-Max 18,84 - 21,96 2,74-9,94 18,76 - 28,04

Fe Media+SD 34,95 £6,8% 2,45 + 0,862 4,50 £1,232 *
Min-Max 27,21 -40,39 3,36 - 1,58 3,69 - 6,32

K Media+SD  2623,78 + 86,43° 2093,46 + 82,232 2208,93 + 234,762 *
Min-Max 2533,29 - 2705,47 1973,65 - 2188,47 2007,02 - 2520,94

Mg Media + SD 1238,50 + 59,880 956,56 + 58,682 1084,96 + 151,984 *
Min-Max 1175,26 - 1294,33 875,79 - 1033,74 881,98 - 1243,12

Mn Media+SD 0,04 £0,02 N.d. N.d. n.s.
Min-Max 0,03 -0,06

Na Media+SD  8498,49 + 246,63 7440,33 + 449,11 8088,95 + 979,04 n.s.
Min-Max 8270,90 - 8760,53 6963,65 - 8247,10 6743,53 - 9024,93

P Media £ SD 1760,15 + 44,790 1355,12 £ 72,042 1445,52 + 151,582 *
Min-Max 1728,17 - 1811,34 1280,59 - 1456,09 1311,07 - 1625,69

Zn Media+SD 29,79 £ 5,242 30,22+ 7,722 45,48 £ 4,670 *
Min-Max 24,19 - 34,57 20,34 - 43,35 41,33 - 51,60

B: Boro; Ca: Calcio; Cu: Cobre; Fe: Hierro; K: Potasio; Mg: Magnesio; Mn: Manganeso; Na: Sodio; P: Fésforo; Zn: Zinc;

n.s.: no significativo; p>0,05; *p<0,05 - Significativo.
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Tabla 6. Composicion en minerales de los ejemplares completos, excluida la glandula digestiva, de pulpo en

peso humedo (mg/kg).
Controle inicial Boga Dieta experimental ANOVA

B Media + SD 3,75+0,76 2,04 £1,58 2,49 £1,12 N.s.
Min - Max 2,96 -4,48 0,83 -4,15 0,87 - 3,76

Ca Media + SD 623,03 + 188,22 180,25 + 34,252 206,61 + 36,302 *
Min - Max 487,27 - 8379 145,09 - 230,26 142,03 - 245,82

Cu Media + SD 11,6 + 3,500 5,32 + 2,462 8,62 £ 3,49 *
Min - Max 9,3-15,63 2,48 - 8,56 4,68 - 14,78

Fe Media + SD 23,26 + 8,410 1,83 £ 0,952 4,14 + 2,502 *
Min - Max 13,79 - 29,84 0,82 -2,81 0,98 - 7,56

K Media + SD 2627,86 + 81,500 2079,74 + 88,312 2048,43 + 244,202 *
Min - Max 2542,87 - 2705,36 1943,11 - 2192,98 1733,69 - 2502,72

Mg Media + SD 1249,63 + 59,76b 974,96 + 65,512 1110,03 + 140,502 *
Min - Max 1187,14 - 1306,23 879,49 - 1060,41 884,72 - 1295,94

Mn Media + SD 0,04 £ 0,02 N.d. N.d. N.c.
Min - Max 0,02 -0,05

Na Media + SD 8591,30 + 254,34 7606,23 + 495,41 8471,36 + 967,64 N.s.
Min - Max 8360,76 - 8864,14 7063,54 - 8509,44 6821,49 - 9885,87

P Media + SD 1731,56 + 39,860 1325,78 £ 70,722 1353,61 £ 181,522 *
Min - Max 1700,05 - 1776,36 1254,67 - 1431,99 1103,23 - 1596,14

Zn Media + SD 23,54 +6,34 18,12 £1,98 19,92 £4,28 N.s.
Min - Max 16,48 - 28,75 15,68 - 21,07 14,75 - 28,18

B: Boro; Ca: Calcio; Cu: Cobre; Fe: Hierro; K: Potasio; Mg: Magnesio; Mn: Manganeso; Na: Sodio; P: Fésforo; Zn: Zinc;

n.s.: no significativo; p>0,05; *p<0,05 - Significativo
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Tabla 7. Composicién en minerales de la glandula digestiva de los ejemplares de pulpo en peso

humedo (mgl/kg).

Controle inicial Boga Dieta experimental ANOVA

B Media+SD 1,31+0,07 1,47 £0,12 1,54 £1,21 N.s.
Min-Max 1,24 -138 1,3 - 1,64 0,63 - 3,32

Ca Media+SD 212,81 + 76,68 119,40 £ 25,98 243,17 £ 125,70 N.s.
Min-Max 142,43 -299,32 83,9 - 160,98 154,98 - 428,36

Cu Media+SD 292,73 + 67,91 35,05 + 20,852 501,72 + 198,58 *
Min-Max 231,22 -365,6 7,38 - 58,76 277,92 - 755,21

Fe Media + SD 408,89 + 59,76P 16,75 + 2,852 46,39 + 10,482 *
Min-Max 361,62 -476,07 13,77 - 21,49 31,32-53,6

K Media+ SD 24885 + 250,012 2437,73 + 335,472 3429,43+ 390,150 *
Min-Max  2216,78 - 2708,8 2005,28 - 2796,01 3110,64 - 3987,17

Mg Media+ SD 881,17 £ 94,72 566,29 + 162,662 935,89 + 202,040 *
Min-Max 778,03 - 964,27 372,11 - 775,97 781,31 -1224,33

Mn Media+ SD 0,28 +0,04¢ 0,03 £ 0,022 0,10 £0,01b *
Min-Max 0,24 -031 0,01-0,06 0,09 - 0,11

Na Media £ SD  5550,24 + 249,64b 3825,10 + 563,632 4512,14 + 449,76 *

Min-Max  5265,19 - 5729,92 3028,71 - 4511,24 3875,8 - 4862,41

P Media+SD  2664,78 + 171,740 2051,70 + 313,852 2740,12 £ 161,73 ¥
Min-Max  2491,08 - 2834,49 1678,66 - 2607,07 2581,88 - 2931,83

Zn Media £ SD 227,51 + 23,042 315,14 + 186,342 892,08 + 228,26° *
Min-Max 203,63 - 249,61 99,35 - 637,26 739,35 - 1222,75

B: Boro; Ca: Calcio; Cu: Cobre; Fe: Hierro; K: Potasio; Mg: Magnesio; Mn: Manganeso; Na: Sodio; P: Fésforo; Zn: Zinc;

n.s.: no significativo; p>0,05; *p<0,05 - Significativo

Tabla 8. Composicion en macronutrientes de las heces expresada en peso seco.

S.Seca Proteina Lipidos Cenizas C.ILAM M.E.L.N.2
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Boga (Boops boops)
(n=5) 26,98* 11,12+£2,01 71,85+4,81* 12,67 +1,91* 0,17 £0,07* 4,36 £2.98*
Dieta experimental
(n=3) 18,08 11,23+£1,73 53,08+6,34 20,24 +4,32 0,35+0,03 15,44 +0,37

' C.I.A. — Cinizas insolubles en &cido.
2 M.E.L.N. — Material extraible de nitrégeno.
*P<0,05 — Significativo
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Tabla 9. Composicion en minerales de las heces en peso seco.

Boga (Boops Boops) Dieta experimental ANOVA

B Media £ SD 12,68 £3,94 20,59 + 5,27 N.s.
Min - Max 79-179 16,11 - 26,4

Ca Media £ SD 10490,09 £ 1656,96  13759,11 £ 126,78* *
Min - Max 8632,67 - 1233564  13667,05 - 13903,72

Cu Media £ SD 22,61+7,38 37,92 +5,52* *
Min - Max 15,84 - 31,68 32,24 - 43,26

Fe Media £ SD 34,99 £ 10,33 156,6 + 45,45* *
Min - Max 19,33 - 47,41 107,07 - 196,38

K Media £ SD 1807,03 + 423,94 2506,38 + 566,95 N.s.
Min - Max 1360,33 - 2360,27 2069,49 - 3147,05

Mg Media + SD 5871,16 £1113,26  7277,75 + 1475,07 N.s.
Min - Max 4530,78 - 7282,02 6234,4 - 8965,36

Mn Media + SD 0,13 £0,03 0,19 £0,07 N.s.
Min - Max 0,10-0,15 0,13-0,26

Na Media £ SD 27411,63 +£5335,81  47524,25 + 14929,55* *
Min - Max 21377,89 - 34536,92  36971,33 - 64606,14

P Media + SD 2113,62 £ 857,60 957,14 + 32,32 N.s.
Min-Max 1348,73 - 3185,66 932,84 - 993,82

Zn Media + SD 118,44 + 23,15 115,14 + 18,71 N.s.
Min-Max 92,41 - 149,94 93,55 - 126,63

B: Boro; Ca: Calcio; Cu: Cobre; Fe: Hierro; K: Potasio; Mg: Magnesio; Mn: Manganeso; Na: Sodio; P:
Fésforo; Zn: Zinc; n.s.: no significativo; p>0,05; *p<0,05 - Significativo

Digestibilidad.

En la Tabla 9 se muestran los resultados de los coeficientes de digestibilidad aparente de
las dietas utilizadas, donde se puede comprobar que para la materia seca, proteina y lipidos existen
diferencias significativas entre las dos dietas, siendo el grupo de los pulpos alimentados con boga
donde se obtienen los valores mas altos. En relacion a los coeficientes de digestibilidad aparente de
los minerales las diferencias existentes no son significativas.
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Tabla 9. Coeficiente de digestibilidad aparente de las dietas.

CDA-MS __ CDA-P CDA-L CDA-M
Boga
(Boops . 7251+ . 51,05 £ 2742 +
boops) ~ Media£SD - yyes 9559£105% - eo) 16.99
(N=5)
. 94,33 -
Min-Max 5587-8538  gro  3287-6936 11454843

Pienso (N=3) Media+SD 52,63 +3.55
Min—Max 49,97 - 56,66

89,66+ 0.76 21,08 +14,86 18,04 +0,38

88,81 -

90.28 10,75-38,11 17,77 -18,31
CDA-MS: Coeficiente de digestibilidad aparente de la materia seca; CDA-P: Coeficiente de
digestibilidad aparente de la proteina; CDA-L: Coeficiente de digestibilidad aparente de los
lipidos; CDA-M: Coeficiente de digestibilidad aparente de los minerales; CDA-MELN:
Coeficiente de digestibilidad aparente del material extraible libre de nitrégeno; N.C: no
calculable; *Significativo P>0,05.

En la Tabla 10 se representa los resultados relativos a la digestibilidad de los minerales.
Como se puede observar sélo el calcio, el cobre, el potasio y el manganeso son los minerales que
presentan diferencias significativas entre las dos dietas.

Tabla 10. Coeficientes de digestibilidad de los minerales.

Boga (Boops boops) (N=5)  Dieta experimental (N=3)

CDA-B Media + SD <0 <0
Min — Max <0 <0
CDA-Ca Media + SD <0 56,86 + 0,40
Min — Max <0 56,41 - 57,15
CDA-Cu Media £ SD 42,92 £ 27,40* <0
Min — Max 7,36 - 73,91 <0
CDA-Fe Media + SD 37,21 £ 18,55 <0
Min — Max 14,90 - 65,31 <0
CDA-K Media £ SD 95,51 +1,05* 91,21 +£1,99
Min — Max 94,13 - 96,62 88,97 - 92,75
CDA - Mg Media + SD <0 <0
Min — Max <0 <0
CDA -Mn Media £ SD 26,60 +1,63" 64,20 £ 12,71
Min — Max 25,44 - 21,75 50,08 - 74,74
CDA -Na Media + SD <0 <0
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Min - Max <0 < 8,73
CDA-P Media £ SD 92,03 £ 3,23 96,13 £ 0,13

Min - Max 87,99 -94,92 95,98 — 96,23
CDA-Zn Media + SD <0 <0

Min - Max <0 <0

CDA: Coeficiente de digestibilidad aparente; B: Boro; Ca: Calcio; Cu: Cobre; Fe: Hierro; K:
Potasio; Mg: Magnesio; Mn: Manganeso; Na: Sodio; P: Fésforo; Zn: Zinc; n.s.. no
significativo; p>0,05; *p<0,05 - Significativo.

El CDA-CA para el grupo de boga es inferior a cero mientras que para el grupo alimentado
con boga es de 56,86%. Para Cu el suceso es inverso, es decir, que el CDA es inferior a cero para
el grupo alimentado con la dieta experimental mientras que para el grupo alimentado con boga el
valor es de 42,92%. Para el potasio se verifica una ligera diferencia significativa entre los dos
grupos, no obstante, la digestibilidad para este mineral se puede considerar bastante alta en
relacion a otros minerales. Para el manganeso las diferencias son también significativas siendo el
CDA mayor para la dieta artificial. En el caso del Zn los CDA de las dos dietas son proximos a cero.

Discusion.

Tanto la dieta natural como la artificial fueron bien aceptadas por los ejemplares de pulpo.
La textura y firmeza de la dieta experimental fue 6ptima; los pulpos fueron capaces de manipularla
con facilidad e ingerirla sin que esta se disgregara como se ha verificado en otros trabajos
realizados con dietas formuladas humedas (Cerezo Valverde et al., 2008; Quintana et al., 2008;
Rosas et al., 2008).

El coeficiente de digestibilidad aparente de la materia seca obtenido con boga es inferior a
los valores obtenidos con este mismo alimento por Hernandez et al. (2004) y Mazén et al. (2007),
que fueron de 52,6% y 98,4 respectivamente. Entre las dietas aqui utilizadas el valor mas bajo se
obtuvo con la dieta artificial, lo que indica que el aprovechamiento de los nutrientes es mas bajo.

Los coeficientes de digestibilidad de proteina obtenidos por otros autores (Hernadez et al.,
2004: Mazén et al., 2007; Sanchez et al., 2009) son similares a los obtenidos en este trabajo tanto
para la dieta natural como para la experimental. En general se observa que la digestibilidad de la
proteina es alta, oscilando entre un 90 y 99% en todos los casos. Estos resultados apoyan la
hipotesis de que la principal fuente de energia de O. vulgaris es la proteina tal como sugieren otros
autores (Lee, 1994). No obstante, la digestibilidad de la proteina de la dieta natural en este trabajo
fue superior a la de la dieta artificial.

El coeficiente de digestibilidad de los lipidos obtenido aqui es inferior a los obtenidos por
Hernadez et al. (2004), Mazén et al. (2007) y Sanchez et al. (2009). La boga utilizada para este
trabajo era procedente de las jaulas de engorde de dorada y en la de esos autores era boga salvaje
que tiene un menor contenido en lipidos. Tal como indica Sanchez et al. (2009) existe una
correlacion negativa entre el nivel de lipidos del alimento y el coeficiente de digestibilidad de este.

En este trabajo aunque las dos dietas tenian un mismo contenido en lipidos el coeficiente
de digestibilidad mas bajo se obtuvo con la dieta artificial. Cabe pensar que este valor mas bajo sea
debido al alginato de la dieta artificial. También los valores més bajos de los coeficientes de
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digestibilidad de la proteina y de la materia seca podrian ser debidos al aglomerante de la dieta
artificial.

Conclusiones.

-Los coeficientes de digestibilidad aparente de materia seca, proteinas y lipidos fueron méas
bajos que los obtenidos por la dieta natural, por lo que cabria pensar que el aglomerante
dificulta la absorcion de los nutrientes en el pulpo.

-Todos los coeficientes de digestibilidad de los minerales bivalente (Cu, Fe, Mg y Zn), con
excepcion del calcio fueron menores en la dieta experimental, por lo que también cabria
pensar que la adicidn de calcio en elevadas concentraciones en las dietas experimentales
interfieren con la absorcion de estos minerales.
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2.2.5. Efecto del contenido en lipidos de dietas naturales sobre la digestibilidad
de proteina y lipidos en el pulpo comun.

IMIDA, C.A. de Murcia.

Introduccion.

Los resultados de crecimiento y de conversion del alimento obtenidos en el pulpo comun
alimentados con dietas naturales varian ampliamente. Varios factores pueden explicar las
diferencias encontradas, siendo el contenido de limpidos de la dieta uno de ellos. Ensayos previos
han mostrado que alimentando al pulpo solo con peces se obtienen resultados de crecimiento mas
bajos que con cangrejo (Aguado Giménez y Garcia Garcia, 2002) y alimentado sélo con peces,
boga o sardina, el alimento que contenia menos lipidos (boga) ofrecia los mejores resultados de
crecimiento y de conversion del alimento (Garcia Garcia y Aguado Giménez, 2002).

En el presente trabajo se estudia el efecto del contenido en lipidos y la tasa absoluta de
ingestion de lipidos de tres dietas naturales (cangrejo, Carcinus mediterraneus; sardina, Sardina
pilchardus; y bogua, Boops boops) sobre el coeficiente aparente de digestibilidad de proteina y de
lipidos, mediante la técnica de las cenizas insolubles en &cidos.

Material y métodos.

16 pulpos machos fueron distribuidos individualmente en 16 tanques cilindricos de 216
litros, que formaban parte de un sistema de recirculacidn provisto con filtro mecanico, filtro biolégico,
lampara de luz ultravioletas y bomba de calor. Los parametros del agua fueron: salinity: 37 g/l; NO2-
>0.1 mg I-1; NO3- <0.1 mg |-1; NH3 < 0.5 mg I-1; pH 7.7; temperature: 19°C; O2 >80%.

El alimento que se mantenia congelado, fue suministrado cada mafiana a saciedad
asegurando que la cantidad aportada al tanque fuera superior a la ingerida por cada pulpo. La boga
y la sardina se suministraban sin cabeza ni cola y el cangrejo sin patas. El alimento sobrante se
retiraba del tanque el dia siguiente, era secado con papel absorbente y pesado en una balanza
digital. Cada mafiana se recolectaban las heces que eran almacenadas en un congelador a -80°C
hasta su analisis. Para obtener una cantidad suficiente para la analitica las heces de 2 a 3
ejemplares alimentados con el mismo alimento se juntaban. El andlisis de la composiciéon en
macronutrientes de las tres dietas (tabla 1) asi como de las heces de los pulpos (tabla 2) se realizd
mediante los procedimientos de la AOAC (1997).

Tabla 1. Composicién en macronutrients de cada alimento (% en material seca de la porcion

comestible).

Crab Sardine Bogue ANOVA
Materia seca 11.69+0.062 22.41%0.02° 21.67+1.42° P<0.01
Proteina (PC) 62.58+0.702 73.9840.24° 70.79£0.48¢ P<0.001
Lipidos (LC) 13.09+0.422 20.98+0.19° 20.29+0.10° P<0.001
Cenizas 18.02+0.302 7.4620.04° 6.30+0.04° P<0.001
AIA 0.33+0.09 0.19+0.04 0.21+0.02 ns

Los datos se expresan como la mediaxDS. AlA: Cenizas insolubles en &cido.
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El contenido en cenizas insolubles en acidos de las heces y de la porcion comestible del alimento
(tabla 1y 2) se hizo utilizando el método descrito por Atkinson et al. (1984). Todos los andlisis se realizaron
por triplicado. Los coeficientes de digestibilidad aparente (ADC) se calcularon utilizando la equacién de
Maynard y Loosli (1969):

ADC=100-(100 X %Mdieta / %Mheces) X (%Nheces/%Ndieta)

Donde M es el marcador inerte (AlA) y N el nutriente.

Tabla 2. Composicién en macronutrientes de las heces (% en material seca).

ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Crab Sardine Bogue ANOVA
Protein 25.08+0.67 23.67+1.08 30.76+5.44 ns
Lipid 6.54+0.312 27.4014.34° 17.63+3.06° P<0.01
Ash 51.22+1.072 28.67+1.69° 34.754£3.18° P<0.001
AIA 3.19+0.302 0.85+0.12° 0.94+0.18° P<0.001

Los datos se expresan como la mediaxDS. AlA: Cenizas insolubles en acido.

Resultados y discusion.

The ADCP varied significantly (ANOVA P<0.05) as a function of the feed (Crab: 95.8+0.5;
Sardine: 92.7£0.7; Bogue: 90.3+1.7) and was negatively correlated with the lipid content of the
same (r = -0.86), decreasing as the lipid content increased, and the absolute lipid feeding rate (r = -
0.98). The ADCL also varied significantly (ANOVA P<0.05) as a function of the feed and was also
significantly correlated with the lipid content (r=- 0.94), but not with the absolute lipid feeding rate (r=-
0.46).

El coeficiente aparente de digestibilidad de las proteinas (ADCP) varié significativamente
(ANOVA P<0.05, tabla 3) en funcion del tipo de alimento (cangrejo: 95.8+0.5; sardina: 92.7+0.7;
boga: 90.3+1.7), y se correlaciond negativamente con el contenido en lipidos de la dieta (r=-0.98)
disminuyendo segun el contenido lipidos incrementa, y con la tasa de ingesta de lipidos (r=-0.98). El
coeficiente aparente de digestibilidad de lipidos (ADCL) también varié significativamente (ANOVA
P<0.05; tabla 3) como una funcion del alimento (cangrejo: 94.7+0.8; sardina: 69.8+8.1; bogua:
80.0£7.2), y también se correlaciona negativamente con el contenido en lipidos (r-0.94), pero no con
la tasa de ingestion de lipidos (r=-0.46).

Table 3. Coeficientes de digestibilidad aparende (ADC). .

Cangrejo Sarduba Bogua ANOVA
Peso (g) 1106+13 1123211 1123102 ns
AFR (g day") 43.42+40.772 17.64+3.54° 24.22+3.64° P<0.001
APFR (g day™) 3.23+0.06 2.97+0.60 3.77+0.57 ns
ALFR (g day) 0.67+0.01 0.82+0.17 1.08+0.16 ns
ADCP (%) 95.78+0.512 92.73+0.66% 90.32+1.71° P<0.05
ADCL (%) 94.73+0.752 69.84+8.12° 80.00+7.242 P<0.05

Los datos se expresan como la mediat D.S.

ADC: Coeficiente de digestibilidad aparente. P: Proteina. L: Lipidos.

AFR: Tasa abosoluta de alimentacién; APFR: Tasa absoluta de ingestion de proteinas; ALFR:
Tasa absoluta de ingestion de lipidos.
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La digestibilidad de los lipidos en cefalépodos es baja (tabla 4), probablemente debido a la
baja capacidad de emulsion en su tracto digestivo (O'Dor et al., 1981) y su baja capacidad para
catabolizar los lipidos (Ballantyne et al., 1981). De hecho los pulpos alimentados con sardina con un
alto contenido en lipidos producen heces grasas y flotantes (Garcia Garcia y Aguado Giménez,
2002). Los requerimientos de lipidos de los cefalopodos son bajos pero, sin embargo, son
importantes para garantizar el alto crecimiento. Su utilizacion estd probablemente restringida a la
estructura celular, colesterol y hormonas esteroides (Lee, 1994). El pulpo es un carnivoro estricto
que tiene capacidad para digerir y utilizar la proteina rapidamente, lo que junto con la menor
digestibilidad de los lipidos muestra que la proteina es la principal fuente de energia.

Tabla 4. Coeficientes de digestibilidad aparente en cefalépodos.

Specie ADCL ADCP Referencias
0. vulgaris 46 96 O’Dor et al. (1984)
S. Officinales 44-74 81-92 Lee (1994)

ADC: Coeficiente de digestibilidad aparente. P: Proteina. L: Lipidos.

Es importante destacar que los datos muestran que no solo la digestibilidad de los lipidos es
menor sino que su contenido en la dieta puede afectar de forma general a la digestibilidad de la
dietas. En las Figuras 1y 2 se muestra la relacion entre el contenido en lipidos de la dieta (LC) y
ADCP y ADCL, a partir de los datos obtenidos en este trabajo y los obtenidos en otros trabajos en
los que se utiliza una metodologia similar (Hernadez and Garcia Garcia 2004; Mazén et al.; 2007).
ADCP, independientemente del tipo de alimento, disminuye curvilinealmente segun aumenta el
contenido en lipidos de la dieta, desde valores del 98-99% a valores del 90-92%. ADCL, sin
embargo, tiende a mantenerse constante en torno al 96%, hasta valores de LC del 13%. Después
disminuye hasta alcanzar el 70% de ADCL para LC del 20%.
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Figura 1. Relacién entre el contenido en lipidos de la dieta (% en materia seca) y el coeficiente de
digestibilidad aparente de proteina en tres dietas naturales.
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Figura 2. Relacion entre el contenido en lipidos de la dieta (% en materia seca) y el coeficiente de
digestibilidad aparente de lipidos en tres dietas naturales.
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2.3. DIETAS ARTIFICIALES DE ASPECTO “GOMOSO-GELATINOSO”.
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2.3.1. Experimentos desarrollados en el IFAPA Centro “Agua del Pino”.

2.3.1.1. Efecto de dietas artificiales basadas en pasta de calamar o camardén y
aglutinadas con gelatina, sobre el crecimiento del pulpo comun.

IFAPA Centro “Agua del Pino”, C.A. de Andalucia.

El desarrollo de piensos preparados en sustitucion del alimento natural es una prioridad
para lograr el engorde de juveniles de pulpo (Domingues et al., 2006). Su inexistencia en el
actualidad (Domingues et al., 2005; 2006) es el principal factor que impide la expansion de la
industria del engorde de esta especie en el norte de Espafa (Galicia). En la década de los 90, se
inici6 el desarrollo de alimentos inertes para cefalépodos (Domingues et al., 2005), con crecimiento
negativo para Sepia officinalis o insuficiente en O. vulgaris (Quintana et al., 2008).

En este estudio se probaron dos dietas basadas en pastas trituradas de calamar (Loligo
gayi) o camaron (Palaemonetes varians), aglutinadas con gelatina, para determinar la aceptacion y
el crecimiento de juveniles de pulpo.

Material y métodos

Los animales utilizados para el experimento (30 pulpos) fueron colocados individualmente
en estanques cilindro-conicos de fibra de vidrio, de 140 L de capacidad, con tapa fija, y una abertura
0 puerta deslizante en acrilico, para impedir que se escapen. El sistema usado fue en abierto, con
flujo de 25 L h'. La temperatura de cultivo fue de 19+1 °C, y el fotoperiodo fue de 10:14 h
(luz:oscuridad).

Se tomaron 10 pulpos por dieta: Calamar (dieta control), Pasta de calamar (calamar
triturado y gelatina como aglutinante) y Pasta de camaron (camaron triturado y gelatina). Los pesos
iniciales fueron de 486.3+104.6 g, 505.7+114.1 g y 468.1£100.7 g, para los pulpos alimentados
con calamar, la dieta basada en pasta de calamar y la dieta basada en pasta de camardn,
respectivamente.

Los pulpos fueron alimentados una vez al dia (09:00 h.) con una racion en torno al 10 %
peso pulpo. d-1. El alimento remanente y las heces de cada pulpo se recogieron una vez al dia, justo
antes de alimentar. Los restos de comida se pesaron y las heces se guardaron para posteriores
analisis bioquimicos y calorimetria. Cada 10 dias todos los animales fueron pesados en balanza
analitica con el fin de ajustar el alimento suministrado, y determinar tasas de crecimiento y
alimentacion. La tasa de crecimiento fue mayor en los pulpos alimentados con calamar, seguida de
la obtenida con pasta de calamar. Es muy baja para los pulpos alimentados con pasta de camardn.
La tasa de crecimiento de cada grupo de pulpos segun la dieta, fue calculada segun la ecuacion GR
= [(LnW2 = LnW4)/T2 = T4] x 100.
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Resultados

Los pesos finales fueron de 867.6+119.0 g, 796.4+1439 g y 582.8+1234 g,
respectivamente. Los pulpos alimentados con calamar y con pasta de calamar tuvieron un mayor
crecimiento similar (p>0.05), y mayor (p<0.05) que con la pasta de camarén, con la que
practicamente no crecieron.
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4
o 400 -
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0
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Discusion

Ambas dietas fueron bien aceptadas por los pulpos. La gelatina en frio se revelo un buen
aglutinante, particularmente para la pasta de calamar. Su consistencia fue bastante buena,
(posiblemente debido a que el calamar contiene bastante colageno, que aporta consistencia cuando
mezclado con la gelatina), comparativamente a la dieta basada en pasta de camardn. La dieta
artificial basada en pasta de calamar aglutinada con gelatina proporciono mejor crecimiento que la
pasta de camaron. Esto puede ser resultante de que el calamar sea un alimento mejor balanceado
en su composicidén que el camaron, y también por la mejor consistencia de la dieta elaborada con
pasta de calamar.
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2.3.1.2 Efectos de dietas artificiales preparadas con dos aglutinantes y distintas
concentraciones de hidrolizado de pescado (CPSP 90®) en el crecimiento y
composicion lipidica de la glandula digestiva.

IFAPA Centro “Agua del Pino”, C.A. de Andalucia.

En este estudio se probaron dos dietas basadas en pasta de calamar (Loligo gayi),
aglutinadas con gelatina o alginato y distintas concentraciones de hidrolizado de pescado (CPSP
90®) en el crecimiento, aceptacion y composicion lipidica de la glandula digestiva de Octopus
vulgaris (Cuvier, 1797).

Material y métodos

Los pulpos (30 por cada experimento) fueron capturados en las costas de Huelva con nasas,
e individualizados en estanques cilindro-conicos de fibra de vidrio, de 140 L de capacidad. Se usé
un sistema abierto, con flujo de 25 L h-'. Los animales se aclimataron durante 4 dias en los tanques
antes de iniciar los experimentos. Los pulpos fueron alimentados una vez al dia (09:00 h), con 10%
de su peso d'. El alimento permanecia en el agua 4 horas y después era retirado y pesado. Cada
experimento durd 30 dias. Todos los pulpos fueron pesados individualmente cada 10 dias. La
temperatura de cultivo fue de 20+1 °C y se uso un fotoperiodo natural entre los meses de Marzo y
Mayo. El flujo fue ajustado en todos los tanques para mantener la concentracion de oxigeno cerca
de la saturacion.

El peso inicial en el experimento | fue de 359.9+149.7 g, 318.1£208.0 g y 268.9+115.4 g para
los pulpos alimentados con calamar, GEL20 y GEL40, respectivamente. El peso inicial en el
experimento Il fue de 701,8+41,6 g, 578,9+157,4 g and 590,1+131,3 g respectivamente para los
pulpos alimentados con calamar, ALG10 y ALG20, respectivamente. Al final del experimento, se
recogieron muestras de glandula digestiva (GD) de 3 pulpos alimentados con cada una de las 3
dietas para andlisis de su composicion lipidica.

Dietas
Experimento |

Se usaron 3 dietas (10 pulpos por dieta): 1) Calamar congelado (Loligo gahi) como control, 2)
pasta de calamar (Loligo gahi), (70%) y hidrolizado de pescado CPSP® (20%), aglutinados con 10%
de gelatina (GEL20) y 3) pasta de calamar (Loligo gahi) (50%), hidrolizado de pescado CPSP®
(40%), aglutinados con 10% de gelatine (GEL40). Las dietas 2 y 3 fueran preparadas cada 2 dias, y
se uso gelatina comercial (Panreacl Aditio 80-100 Blooms).

Experimento Il

Se usaron 3 dietas (10 pulpos por dieta): 1) Calamar congelado (Loligo gahi) como control, 2)

pasta de calamar (Loligo gahi), (75%) y hidrolizado de pescado CPSP® (00%), aglutinados con 15%
de alginato (ALG10) y 3) pasta de calamar (Loligo gahi) (65%), hidrolizado de pescado CPSP®
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(20%), aglutinados con 15% de alginato (ALG20). Las dietas 2 y 3 fueran preparadas cada 2 dias, y
se uso alginato comercial (Pokel Merl®, Pokel Cal®, Prosur, Espafia).

Lipidos y acidos grasos

La humedad se determin6 en muestras de 500 mg, segun el método de Horwitz (1980). Los
lipidos totales se extrajeron con cloroformo:metanol (2:1 viv) con 0,01% de hidroxitolueno butilado
(BHT) como antioxidante. El solvente organico fue evaporado bajo una corriente de nitrégeno vy el
contenido en lipidos determinado por gravimetria (Christie 1982). La separacidn en clases lipidicas se
realiz6 mediante cromatografia de capa fina de alta resolucién (HPTLC) usando como solvente polar
metil-acetato/ isopropanol/ cloroformo/ metanol/ cloruro potasico (0,25% miv) (25:25:25:10:9 vol.), y
hexano/ dietil-éter/ acido acético glacial (80:20:2 vol.) como solucidn para lipidos neutros. Las clases
lipidicas resultantes fueron cuantificadas mediante densitometria, usando CAMAG TLC Scanner 3
(Olsen y Henderson 1989). Los lipidos totales extraidos también fueron sometidos a transmetilacion
acido-catalizada durante 16 h a 50 ° C, usando 1 ml de tolueno y 2 ml de 1% de acido sulfurico (v/iv) en
metanol. Los &cidos metil-esterificados resultantes (FAME) se purificaron mediante cromatografia de
capa fina (TLC) y visualizados con 1% de yodina en cloroformo:metanol (2:1 viv) 98% (v/v) con 0,01%
de BHT (Christie 1982). Previo a la metilacion, el &cido nonadecanoico (19:0) fue afiadido a la solucion
de lipidos totales como estandar interno. FAMEs fueron separados y cuantificados mediante un
cromatografo de gases (Shimadzu GC-2010) con detector de llama ionizante (250° C) y una columna
capilar de cristal de silice Tecnokroma Superwax-280TM (15 m x 0,10 mm 1.D.). El helio se us6 como
gas transportador. La temperatura inicial del horno fue de 150° C, seguida de un aumento, a un ritmo de
90° C min-1, hasta alcanzar una temperatura final de 250° C en 6 min. Los FAMEs fueron identificados
individualmente basandose en unos patrones de referencia de estandares puros de aceite de pescado
bien caracterizados (PUFA-3, Biosigma, Espafia).

Resultados

A humedad de la GD fue diferente (P < 0.05) entre pulpos alimentados con las distintas
dietas, en ambos experimentos. Las GD de pulpos alimentados con las dietas artificiales tenian
humedad similar (P > 0.05), siendo esta mayor (P < 0.05) que en los pulpos alimentados con
calamar. De igual manera, la humedad de las dietas fue diferente (P < 0.05) en ambos
experimentos, siendo siempre mas baja en las dietas artificiales, comparado con el calamar.

Los pesos de los pulpos en el primer experimento se encuentran representados en la Figura
1. Los animales alimentados con calamar crecieron més (P < 0.05) comparados con los alimentados
con dietas artificiales, sin diferencias entre estas (P > 0.05). El peso final para pulpos alimentados
con calamar, GEL20 y GEL40 fue de 757.6+319.4 g, 28844852 g, y 302.84984 g,
respectivamente. Tas tasas de crecimiento para el experimento fueron de 25.1+£3.2 g kg d-,
8.945.8 g kg d' and 6.1+4.9 g kg! d!, para pulpos alimentados con calamar, GEL20 y GEL40
respectivamente, siendo mas altas (P<0.05) para los alimentados con calamar.
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Los pesos de los pulpos en el experimento Il se encuentran representados en la Figura 2.
Los pulpos alimentados con calamar crecieron mas (P < 0.05) comparados con los alimentados con
dietas artificiales, sin diferencias entre estas (P > 0.05). El peso final para pulpos alimentados con
calamar, ALG10 y ALG20 fue de 1249.8+136.8 g, 628.2+116.7 g, and 722.1£183.2 g,
respectivamente. Tas tasas de crecimiento para el experimento fueron de 18.3£3.3 g kg d-,
8.0£5.1 g kg' d, and 5.9+5.0 g kg! d"', para pulpos alimentados con calamar, ALG10 y ALG20,
respectivamente, siendo mas altas (P<0.05) para los alimentados con calamar.
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Los lipidos totales (g kg ps) en la GD de pulpos alimentados con calamar y GEL20 fue
similar (P > 0.05) y mas alto (P < 0.05) que para los alimentados con GEL40 (Tabla 1). Para el
experimento II, la concentracion de los lipidos totales (g kg™ dw) en DG de pulpos alimentados con
calamar fueron més elevadas (P < 0.05) que para los alimentados con dietas artificiales. Asi mismo,
las concentraciones en los alimentados con ALG10 fueron superiores, comparados con ALG20
(Tabla 3).

No se encontraron diferencias (P > 0.05) en concentraciones de monoenos (en % de Acidos
Grasos, AG) en los animales alimentados con las dietas artificiales en los dos experimentos (Tablas
2y 4), pero estas eran menores (P < 0.05) en las GD de pulpos alimentados con calamar en el
experimento | (Tabla 2). El acido graso saturado presente en mayor concentracion fue &cido
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palmitico (16:0) en animales alimentados con todas las dietas en ambos experimentos, tanto en
contenido total (Tablas 1y 3) y % de AG (Tablas 2y 4).

Para ambos experimentos, se encontraron mayores concentraciones (P < 0.05) de n-3
HUFA, tanto en contenido total (Tablas 1 y 3) y % de AG (Tablas 2 y 4) en GD de pulpos
alimentados con calamar, comparado con los alimentados con las dietas artificiales, estas con
concentraciones similares (P > 0.05). Esto se puede explicar por las diferencias de las
concentraciones de DHA (22:6 n-3) y EPA ( 20:5 n-3). Estos n-3 HUFA representan casi la mitad de
los AG presentes en la GD de animales alimentados con calamar, y solamente 30 % en la GD de
animales alimentados con las dietas artificiales (Tablas 2 y 4). EIl DHA y el EPA son los mas
importantes AG en %, en los animales alimentados con calamar, comparados con los alimentados
con dietas artificiales (Tablas 2 y 4).

Para ambos experimentos, el n-6 mas importante fue el ARA (&cido araquidonico; 20:4 n-6)
(Tablas 2 ta 4). El acido linoleico (18:2 n-6) fue el n-6 mas importante en la GD de pulpos
alimentados con las dietas artificiales (Tablas 1y 2). El grupo n-6 fue mas importante en % de AG
para los animales alimentados con dietas artificiales (P < 0.05) (Tablas 2 y 4).

El ratio DHA/EPA fue similar en las GD de los pulpos alimentados con todas las dietas,
mientras que los ratios entre EPA/ARA y DHA/ARA fueron mayores (P < 0.05) en pulpos
alimentados con calamar en ambos experimentos (P > 0.05) (Tablas 1y 3).

Tabla 1. Humedad de las dietas (g kg™ ph), glandula digestiva (g kg™' ph), lipidos
totales (g kg™ ps) de pulpos y acidos grasos de la GD (g kg' ps) alimentados con 3
dietas en el experimento I.

Composicion dieta Calamar GEL20 GEL40
Humedad dieta 795+7 a 675+3 b 633+5b
Humedad GD 655+ 20 a 739+9 b 731£10 b
Lipidos totales 464 + 142 a 383+90 a 246 £ 57 b
14:0 6.44 +1.84 551 +227 3.83+1.39
15:0 1.96+1.23 a 062+025 b 0.60+052 b
16:0 49.10 £ 13.55 37.04 £14.11 25.21+8.26
16:1 n-7 231+131 a 825+349 b 6.35+261 b
16:1 n-5 1.20+£0.66 a 044+011 b 042+026 b
17:0 117+£0.35 a 0.68+0.31 b 045+017 b
16:4 1.57 £ 0.47 2.36 £ 0.81 1.46 £ 0.43
18:0 8.30+2.29 11.03 + 3.66 6.61+3.19
18:1 n-9 645+134a 3720£1326 b 2650+8.58 b
18:1 n-7 427 +1.08 6.48 +2.17 4.80+1.36
18:2 n-6 0.82+0.32 a 878+490 b 556+1.79 b
20:1n-9 9.25+2.36 14.08 + 3.94 9.56 +3.11
20:2 n-6 0.87 £0.21 1.58 + 0.53 1.11+£0.44

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final.

102



i

MINISTERIO
DE MEDIO AMBIENTE
Y MEDIO RURAL Y MARINO

20:4 n-6
20:4 n-3
20:5n-3
22:1 n-11
22:1 n-9
22:5n-3
22:6 n-3

Totales
Saturados
Monoenos

PUFA
n-3
n-6
n-9
n-3 HUFA
n-3/n-6
DHA/EPA
EPA/ARA
DHA/ARA
Mon/n-3 HUFA
Mon/PUFA
Mon/Sat
18:1 n9/n-3 HUFA

SECRETARIA GENERAL
DEL MAR

3.80 £1.00
028+0.10 a
20.85+8.29 a
0.38+0.28 a
1.60 = 0.41
0.93+£027 a
73.40+22.33 a

67.22+19.07 a
2994 +6.58 a
116.27 £+ 32.77 a
106.53 +31.02 a
6.15+147 a
17.30 £4.08 a
104.54 +30.64 a
1722+183 a
242+0.23
7.76 £0.51 a
18.86 £2.98 a
026 £0.03 a
023+£0.02 a
041+007 a
0.06 £0.01 a

529 £1.86
1.07+0.39 b
1742 +£551 b
724£190 b
251+0.73
3.89+£276 b
36.47+15.28 b

56.21+20.54 a
7742+2512 b
84.07 £33.59 a
63.09+24.60 b
16.57 £7.57 b
53791763 b
5912 +2317 b
3.88+0.39 b
2.05+0.34
3.21+£0.50 b
6.50£0.79 b
1.34+0.12 b
0.94+£0.08 b
142+0.08 b
068+012 b
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489 +3.26
0.83+£0.33 b
1058 £4.21 b
443+128 b

1.47 +0.40
2152079 b
2154787 b

36.96 +11.85 b
52.65+16.25 b
53.46 +20.62 b
38.13+£14.05 b
1227 £5.72 ab
37.53+12.03 b
35311314 b
3.29+0.58 b
2.05%0.16
260+£112 b
537+244 b
1.52+0.17 b
1.01£011 b
144+0.20 b
0.80+0.12 b

Tabla 2. Acidos grasos de lipidos totales (% peso seco, ps) de GD de pulpos alimentados
con 3 dietas en el experimento |.

Composicion dieta Calamar GEL20 GEL40
14:0 2.86+0.21 a 248+023 b 254+011 b
15:0 0.84 +0.46 0.28 +0.01 0.37+£0.21
16:0 21.88+2.22 a 16.72+051 b 16.86 £0.57 b

16:1 n-7 1.02+£045 a 372+044 b 414+£039 b
16:1 n-5 0.53+0.28 0.21 £0.03 0.26 £0.09
17:0 0.53+0.12 0.30 £0.03 0.30 £0.04
16:4 0.70+0.12 a 1.07£0.06 b 0.99+0.13 b
18:0 3.70£0.38 5.04 +0.26 4.68 +1.87
18:1 n-9 295+045 a 16.89+062 b 17.72+083 b
18:1 n-7 192+0.17 a 297+030 b 326+£033 b
18:2 n-6 040+0.25 a 382+077 b 374+046 b
20:1n-9 415+023 a 6.54+075 b 641035 b
20:2 n-6 0.39+£0.03 a 0.72+0.09 b 0.74£0.08 b
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20:4 n-6
20:4 n-3
20:5n-3
22:1 n-11
22:1 n9
22:5n-3
22:6 n-3

Totales
Saturados
Monoenos

PUFA
n-3
n-6
n-9

n-3 HUFA

SECRETARIA GENERAL
DEL MAR

1.70+0.03 a
0.13+£0.03 a
13.31+£0.70 a
0.19+£0.12 a
0.72+0.07 a
042+0.08 a
32.88+4.60 a

29.92+340 a
1212+0.74 a
52.07+517 a
4768 +£5.40 a
278+0.28 a

7.81+£0.69 a

46.79+5.41 a

241+0.13 ab
048+0.01 b
8.03+£1.06 b
340+0.53 b
117017 b
1.64+0.58 b
16.21+£112 b

2497 +0.52 b
35.45+1.56 b
37.59+1.54 b
2826+1.32 b
7352073 b

2460+1.18 b
26.49+1.33 b
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295+£122 b
0.55+0.07 b
7.00+£0.87 b
349+048 b
1.00+0.08 b
144022 b
1442 +£197 b

2491+£248 b
3548+225 b
3530+3.78 b
2543+3.07 b
787+£136 b

2514 +0.89 b
23.55+2.98 b

JUNTA NACIONAL

Tabla 3. Humedad de las dietas (g kg-' ph), glandula digestiva (g kg ph), lipidos totales (g
kg ps) de pulpos y acidos grasos de la GD (g kg ps) alimentados con 3 dietas en el

experimento Il.
Composicion dieta Calamar ALG 10 ALG 20
Humedad dieta 7898 a 722+18 b 71315 b
Humedad GD 657+ 21 a 730£24 b 722+23 b
Lipidos totales 276 £ 53 a 157+18 b 86+43 ¢
14:0 356+094 a 0.77+0.50 b 1431037 b
15:0 1.03 £ 1.44 0.45+0.55 0.41+0.26
16:0 30.07+5.85 a 9.55+3.86 b 1429+1.78 b
16:1 n-7 2.06 £ 0.57 1.30+£0.83 213+0.78
16:1 n-5 054+0.23 a 015+0.07 b 0.22+0.06 b
17:0 0.53+0.09 a 032+0.10 b 0.34+0.07 b
16:4 0.65+0.28 0.79+0.13 0.79+0.17
18:0 500+0.84 a 316+083 b 404+0.39 a
18:1 n-9 410+ 1.14 4.22 +2.66 6.24 £1.32
18:1 n-7 259+051 a 1.27+0.67 b 1.99+024 a
18:2 n-6 0.53+0.44 044 +0.28 1.14 £0.70
20:1n-9 5.76 +1.52 3.02+1.64 423 +0.65
20:2 n-6 0.56 +0.26 0.25+0.16 0.36 £0.07
20:4 n-6 250+049 a 1.09+0.28 b 144025 b
20:4 n-3 0.22 +0.06 0.11+0.08 0.22 +0.09
20:5n-3 20.90+5.14 a 3871176 b 596+135 Db
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22:1 n-11
22:1 n-9
22:5n-3
22:6 n-3

Totales
Saturados
Monoenos

PUFA
n-3
n-6
n-9
n-3 HUFA
n-3/n-6
DHA/EPA
EPA/ARA
DHA/ARA
Mon/n-3 HUFA
Mon/PUFA
Mon/Sat
18:1 n9/n-3 HUFA

SECRETARIA GENERAL
DEL MAR

0.99 £0.43
0.36+£0.25 a
1.03+0.44 a

5481 +17.73 a

39.86+8.73 a
17.26 £ 3.81
8418 £24.17 a
78.30+£23.15 a
409+0.87 a
10.16 £ 2.36
76.86 +22.84 a
19.06 £2.86 a
2.58+£0.19
8.29+0.55 a
2148+279 a
023+£0.03 a
021+£0.02 a
043+0.04 a
0.06 £0.02 a

0.80+0.50
068+0.35 b
033017 b
9.35+£5.14 b

14.02+£542 b
11.78 £6.72
1747 £824 b
14.15£7.31 b
1.94+0.64 b
7.92 £4.55
13.58£7.02 b
6.91£198 b
2.28 £0.43
346+£115 b
8.19+£362 b
0.85+£0.20 b
064+0.16 b
0.78£0.25 b
0.29+0.10 b
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114 +£0.33
092+013 b
1.06£0.75 a
16.37£255 b

2027251 b
17.28 £2.90
2941392 b
2443+3.59 b
3.26+063 a
11.39 £ 1.71
2346+3.56 b
768171 b
2.81+0.46
414059 b
11.58+£221 b
0.75+£0.16 b
059+£011 b
0.85+0.06 b
0.27£0.07 b

Tabla 4. Acidos grasos de lipidos totales (% peso seco, ps) de GD de pulpos alimentados

con 3 dietas en el experimento |I.

Composicion dieta Calamar ALG10 ALG20
14:0 243+0.18 a 156049 b 2.01+£0.41 ab
15:0 0.66 +£0.73 0.95+0.92 0.56 +£0.29
16:0 20.80 £ 2.05 21.60 + 3.03 20.27 £ 1.08

16:1 n-7 141+£0.20 a 262+0.81 b 299+088 b
16:1 n-5 0.36 £0.07 0.33+0.08 0.30+£0.07
17:0 0.38 £0.09 0.67 £0.35 0.48 +0.08
16:4 046+£0.22 a 214+£120 b 1.14£0.30 ab
18:0 349+£0.53 a 775£259 b 577+£0.67 ab
18:1 n-9 2.88+0.87 a 842+£253 b 882+122 b
18:1 n-7 1.79+0.21 a 267+048 b 2.82+0.06 b
18:2 n-6 0.38+0.36 a 0.95+0.40 ab 1.58+0.88 b
20:1 n-9 393+£0.38 a 6.22+1.15 b 6.03+0.98 b
20:2 n-6 0.37£0.09 0.50 £ 0.17 0.51+£0.12
20:4 n-6 1.73£0.12 a 271£1.05 Db 2.06+0.43 ab
20:4 n-3 0.15+£0.03 a 0.21+£0.08 ab 031011 b
20:5n-3 14.30£0.91 a 859+155 b 852+209 b
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22:1 n-11 0.72+£0.30 a 159045 b 161+041 b
221 n9 020+£0.26 a 146032 b 1322024 b
22:5n-3 0.73£0.35 0.73£0.20 1.45+0.97
22:6 n-3 36.89+£2.89 a 19.46 £4.38 b 23.20+£284 b
Totales

Saturados 27.78 £ 2.60 32.76 £ 5.48 29.22 +£1.48

Monoenos 11.87+£0.95 a 24.03+£5.04 b 2447+247 b
PUFA 57.05+3.34 a 3788+455 b 4171+£368 b
n-3 52.99+3.36 a 30.02+£538 b 34.67+4.05 b
n-6 2.82+0.46 a 452+085 b 461+057 b
n-9 6.98+0.67 a 16.10£3.61 b 16.17£1.69 b
n-3 HUFA 5216 +£3.38 a 29.03+5.33 b 33.60+4.14 b

Discusion

En el presente experimento se usaron dietas artificiales genuinas, con distintos ingredientes
como CPSP, y no apenas usando pastas de pescado, calamar o crustaceos aglutinadas, como en
experimentos anteriores, y como en estos, las tasas de crecimiento con las dietas preparadas fue
muy inferior a las obtenidas con dietas naturales. Asi mismo, las tasas de crecimiento fueros
superiores a las obtenidas anteriormente, acercandose al 1% de su peso d-'. El menor crecimiento
obtenido con las dietas artificiales se reflejo en la composicion lipidica y en &cidos grasos de la GD,
La mayoria de los grupos de &cidos grasos mas importantes, como n-3 HUFA, y particularmente
EPA y DHA estaban presentes en menor concentracion en las GD de los pulpos alimentados con
las dietas artificiales. Este hecho confirma que la GD es un buen candidato para estudios del efecto

de distintas dietas en la condicion y composicion lipidica en Octopus vulgaris.
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2.3.1.3 Crecimiento, balance energético, composicion lipidica del manto y de la
glandula digestiva de Octopus vulgaris (Cuvier, 1797) alimentado con dietas
artificiales utilizando aglutinantes distintos.

IFAPA Centro “Agua del Pino”, C.A. de Andalucia.

En este estudio se probaron dos dietas basadas en pasta de calamar (Loligo gayi),
aglutinadas con gelatina o alginato y distintas concentraciones de hidrolizado de pescado (CPSP
909) en el crecimiento, aceptacion, balance energético, y composicién lipidica del manto y de la
glandula digestiva de Octopus vulgaris (Cuvier, 1797).

Material y métodos

Los pulpos (30 por cada experimento) fueron capturados en las costas de Huelva con
nasas, e individualizados en estanques cilindro-cénicos de fibra de vidrio, de 140 L de capacidad.
Se us6 un sistema abierto, con flujo de 25 L h-'. Los animales se aclimataron durante 4 dias en los
tanques antes de iniciar el experimento. Los pulpos fueron alimentados una vez al dia (09:00 h), con
10% de su peso d-'. El alimento permanecia en el agua 4 horas y después era retirado y pesado. El
experimento durd 30 dias. Todos los pulpos fueron pesados individualmente cada 10 dias. La
temperatura de cultivo fue de 15+1 °C y se uso un fotoperiodo natural entre los meses de Febrero y
Marzo. El flujo fue ajustado en todos los tanques para mantener la concentracion de oxigeno cerca
de la saturacion.

El peso inicial fue de 359.9+149.7 g, 318.1£208.0 g y 268.9+115.4 g para los pulpos
alimentados con calamar, GEL20 y GEL40, respectivamente. Al final del experimento, se recogieron
muestras de manto y de glandula digestiva (GD) de 3 pulpos alimentados con cada una de las 3
dietas para anélisis de su composicion lipidica.

Dietas

Se usaron 3 dietas (10 pulpos por dieta): 1) CON, Calamar congelado (Loligo gahi) como
control, 2) GEL, pasta de calamar (Loligo gahi), (30%) y hidrolizado de pescado CPSP® (10%),
harina de pescado (50%), aglutinados con 10% de gelatina y 3) ALG, pasta de calamar (Loligo
gahi), (30%) y hidrolizado de pescado CPSP® (10%), harina de pescado (50%), aglutinados con
10% de alginato. Las dietas 2 y 3 fueran preparadas cada 2 dias, y se uso gelatina comercial
(Panreac] Aditio 80-100 Blooms) y alginato comercial (Pokel Merl®, Pokel Cal®, Prosur, Espafia). La
harina de pescado era de PIENSOS MAQUEDA S.L. (Sevilla, Espafia), y el hidrolizado de pescado
(CPSP®) fue cedido por Sopropeche, (France).

El peso inicial de los pulpos alimentados con las 3 dietas era similar (P > 0.05), siendo de
713.0£92.9 g, 708.3£152.3 gy 717.8+144.3 g, para los pulpos alimentados con CON, GEL and ALG,
respectivamente.
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Balance energético

La ecuacidn del balance energético que representa el flujo de energia en O. vulgaris es | =P +
Rtot + Utot + F donde | es la energia ingerida, P es la energia invertida en crecimiento somatico y
gonadal, Rtot es la energia invertida en respiracion, Utot es la energia excretada y F es la energia
perdida en las heces (Lucas, 1993). La energia total ingerida se calcula como | = IR x EFC, donde IR
es la tasa de ingestion g d' Kg' de animal y EFC es la energia del alimento (Kjoules g'). La tasa de
ingestion (1) se calcul6 entre la diferencia del peso del alimento que se introducié en el tanque menos
el retirado después de 4 h, corregidos posteriormente por los porcentajes de absorcion y lixiviacion.

La energia absorbida (Ab) se obtiene del célculo de la eficiencia de absorcion (Ab, %) definida
como: AE = [(I-F")/(1 = F’)I'Tx 100 (Condrey et al., 1972) donde | es el ratio del peso seco libre de
cenizas (afdw) y el peso seco (dw) del alimento y F* es el ratio entre afdw y el peso seco de las
heces. El dw y afdw del alimento y de las heces se han obtenido por secado a 60°C hasta peso
constante, y posteriormente poner lo restante en una mufla a 500°C durante 4h, respectivamente. La
energia absorbida se calculé como: Ab =1 * AE.

La energia producida (P) se calculo usando las tasas de crecimiento obtenidas durante el
experimento. El valor de 18.8 + 0.72 Kj g'' dw se uso para transformar los datos de crecimiento en
unidades de produccion (P; Kj g' dw d-!). Este valor se ha obtenido a través de la determinacion de
la energia contenida en 10 animales, utilizandose una bomba calorimétrica (Parr@), previamente
calibrada con acido benzoico.

El consumo de oxigeno y excrecion de amonio (mg h-') se midieron en 9 pulpos en ayuno, al
final del experimento. El consumo de oxigeno y excrecion de amonio se determinaron
individualmente en una cémara respirometrica de flujo continuo en un sistema abierto. Las
mediciones se realizaron durante 9 horas, entre las 8:30 y 17:30 h. El valor de consumo medio de
oxigeno se calculo como VO = Oz - O2x X Fr, donde VO es el consumo de oxigeno (mg Oz h'
animal'), Oz es la concentracion de oxigeno a la entrada de la camara (mg I''), Oxx €s la
concentracion de oxigeno a la salida de la camara (mg I''), y Fr es el flujo (L hr'). Las mediciones de
consumo de oxigeno se realizaron con un oximetro digital (YSI 50B digital, USA). La excrecion de
amonio se calculo como N-NH3 = NHsex - NH3e x Fr, donde N-NH3 es la excrecién nitrogenada (mg
N-NH3 h' animal'), NHsex €s la concentracion a la salida de la camara (mg '), NHze la
concentracion a la entrada de la camara (mg I) Fr el flujo (L hr'). Se usaron dos factores de
conversion de 14.3 y 20.5 Kj mg! para el oxigeno y amonio, respectivamente, para transformar los
valores de los VO2 y N-NHz de pulpos en ayuno y alimentados en unidades de energia (Kj h-! animal-
) Ry U, respectivamente (Lucas 1993). Considerando que el peso de los pulpos (R) and U se
expresan como Kj Kg' d! peso humedo (ph), los valores de consumo de oxigeno y excrecion
nitrogenada se transformaron a ug-At Kg-* h-' y el ratio atomico O:N ratio fue estimado.

Las eficiencias brutas de asimilacién, respiracion y excrecion se calcularon como R/I x 100, U/l
x 100 y P/l x 100, respectivamente. Eficiencias netas de respiracion (R) y produccion (PE) se
calcularon como R/Ab x 100 y P/Ab x 100, respectivamente. El requerimiento energético (E), en
funcién de la masa corporal (B = 1 kg) se calculo como: E(B) = Ab - R — P, expresados en Kj kg! d'.
Lipidos y acidos grasos

La humedad se determin6 en muestras de 500 mg, segun el método de Horwitz (1980). Los
lipidos totales se extrajeron con cloroformo:metanol (2:1 v/v) con 0,01% de hidroxitolueno butilado
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(BHT) como antioxidante. El solvente organico fue evaporado bajo una corriente de nitrégeno y el
contenido en lipidos determinado por gravimetria (Christie 1982). La separacion en clases lipidicas
se realizd mediante cromatografia de capa fina de alta resolucion (HPTLC) usando como solvente
polar metil-acetato/ isopropanol/ cloroformo/ metanol/ cloruro potasico (0,25% miv) (25:25:25:10:9
vol.), y hexano/ dietil-éter/ acido acético glacial (80:20:2 vol.) como solucién para lipidos neutros.
Las clases lipidicas resultantes fueron cuantificadas mediante densitometria, usando CAMAG TLC
Scanner 3 (Olsen y Henderson 1989). Los lipidos totales extraidos también fueron sometidos a
transmetilacion acido-catalizada durante 16 h a 50 ° C, usando 1 ml de tolueno y 2 ml de 1% de
acido sulfurico (v/v) en metanol. Los acidos metil-esterificados resultantes (FAME) se purificaron
mediante cromatografia de capa fina (TLC) y visualizados con 1% de yodina en cloroformo:metanol
(221 viv) 98% (viv) con 0,01% de BHT (Christie 1982). Previo a la metilacion, el &cido
nonadecanoico (19:0) fue afadido a la solucion de lipidos totales como estandar interno. FAMEs
fueron separados y cuantificados mediante un cromatografo de gases (Shimadzu GC-2010) con
detector de llama ionizante (250° C) y una columna capilar de cristal de silice Tecnokroma
Superwax-280TM (15 m x 0,10 mm |.D.). El helio se usé como gas transportador. La temperatura
inicial del horno fue de 150° C, seguida de un aumento, a un ritmo de 90° C min-1, hasta alcanzar
una temperatura final de 250° C en 6 min. Los FAMEs fueron identificados individualmente
basandose en unos patrones de referencia de estandares puros de aceite de pescado bien
caracterizados (PUFA-3, Biosigma, Espania).

Resultados

Los pulpos alimentados con CON crecieron méas (P<0.05) comparados con los alimentados
con las dietas artificiales (Figura 1). El peso final fue de 1075.8+127.8 g, 712.3x1134 g, y
667.8+134.7 g, respectivamente, para pulpos alimentados con CON, GEL y ALG. El calamar (CON)
también proporciono tasas de crecimiento mas elevadas (P<0.05), que fueron de 1.4+0.2 % d",
0.240.2 % d', y -0.2£0.2 % d', para CON, GEL y ALG, respectivamente. Las tasas de ingestion
para CON, GEL y CAL fueron de 6.9£0.3 % d', 7.1£0.3 % d-', y 7.3+0.3 % d', respectivamente, sin
diferencias (P>0.05) entre las 3 dietas. La conversion de alimento para pulpos alimentados con ALG
fueron negativas, mientras que para CON y GEL fueron de 21515 % y 3.2+1.1%,
respectivamente. El tipo de dieta no afecto la tasa de ingestion.
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— —a— — Calamar »
1000 -| -7
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400
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Los resultados de la calorimetria indican que las dietas tenian distintas concentraciones de
energia (P<0.05), siendo esta mas alta en las dietas artificiales en comparaciéon con el calamar
(CON) (Tabla 1). En consecuencia, el tipo de dieta afecto la energia ingerida, siendo méas elevada en
ALG que en las restantes dietas (GEL y CON), respectivamente (Tabla 1). La eficiencia de absorcion
(%) fue igualmente afectada por el tipo de dieta, siendo mas alta (P<0.05) en animales alimentados
con CONy GEL (79.5% y 82.3%, respectivamente), comparado con ALG (41%) (Tabla 1).

Tabla 1 - Ingestion rate (g kg day'), ingested, absorbed and production energy of O. vulgaris fed
squid bound alginate (ALG) and gelatin (GEL). Fresh squid used as control diet (CON). Values as
Mean + S.E. Different letters indicate statistical differences at P < 0.05 level.

Type of diet

ALG GEL CON
Initial weight, g 71777 + 4563 7 69234 + 429 * 7130 + 429 °*
Final weight, g 618.16 + 6588 & 71232 + 359 b 10758 + 369 °©

Experimental Days 30 30 30
Ingestion Rate g kg™ day” 89.56 + 092 ° 8326 + 134 * 8738 + (51 @
Energy of Food, Kj g 1735 + 026 ° 1700 + 031 ° 1448 + o021 °
Ingested energy, Kj kg™ day™ 1553.8 + 16 © 14154 + 228 b 1265.3 + 696 @
Production Kj kg™ day -59.76 + 851 ° 120 + 562 ° 2176 + 468 °©
Absorption Efficiency, % 408 + 371 2 795 + 636 ° 823 + 65 °

El consumo de oxigeno en ayuno fue menor con ALG (p<0.05) comparado con GEL y CON.
(Tabla 2). El pico de consumo se observo 3 horas después de alimentados, siendo mas alto con las
dietas GEL y CON que con fed ALG (Tabla 2). Se observo un pico de excrecion después de
alimentar, que fue a las 2 h para ALG, y de 4 y 6 h para GEL y CON, respectivamente. La excrecion
Pos prandial pata los pulpos alimentados con calamar fue 46% (p<0.05) menor comparada con la
obtenida utilizando las dietas artificiales (Tabla 2). Los valores del ratio O:N en ayuno o alimentados
variaron entre 4 y 15, indicando un metabolismo proteico ratio para las 3 dietas. Los valores mas
elevados (P<0.05) se registraron cuando alimentando con calamar, en comparacion con las dos
dietas artificiales (Tabla 2).
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Tabla 2 — Consumo de oxigeno y excrecion nitrogenada en O. vulgaris alimentados con ALG, GEL y
CON. Las letras indicant diferencias significativas (P < 0.05).

Fasting Feeding TRP RRut RAHI RTot
Oxygen consumption mgOzh kg mgOzh'kg" h Kikg' day' Kjkg" day' Kjkg" day’
ALG 2821.38 + 83.80 ° 4983.37 + 125.03 ° 3 793.94 86.91 880.85
GEL 314520 + 107.10 °  5235.82 + 22429 ° 3 885.06 84.04 969.10
CON 2385.28 + 132.11 *  6519.23 + 572.63 ° 3 671.22 166.18 837.40
TRP Urut Uer Utot
Ammonia excretion mgNHsh kg™ mgNH:sh kg™ h Kikg' day’ Kikg' day' Kjkg" day’
ALG 271158 + 4175 ° 1089.65 + 237.64 ° 2 122.89 44.89 167.78
GEL 388209 + 5670 ° 128529 * 305.07 ° 6 143.95 158.86 302.81
CON 264.218 + 11256 ° 540.998 + 43.565 ° 4 108.86 44.58 153.44
O:N
ALG 11.04 4.85
GEL 8.60 4.32
CON 9.58 12.79

Los pulpos alimentados con ALG se vieron afectados energéticamente por esa dieta, y se
obtuvo un valor negativo de P (P = - 59.8 Kj Kg-! day-'). Por otro lado, pulpos alimentados con GEL y
CON registraron valores positivos de P, aunque para los alimentados con GEL, este valor haya sido
18 veces inferior que para los alimentados con calamar. Observando los resultados del balance
energético, es notable verificar que los pulpos alimentados con ALG canalizaron 58% de la energia
ingerida para R, solo 11% se perdi6 en heces U;y apenas 4% se invirtio en P.

Los pulpos alimentados con GEL canalizaron 82% para R, 11% para Uy 0.9% para P. Por
otro lado, pulpos alimentados con calamar canalizaron 77% para R, 17% para U y 24% para P.

La humedad de las 3 dietas (Tabla 3) y de la glandula digestiva de los pulpos alimentados
con las mismas (Tabla 4) fue significativamente diferente (P < 0.05). La dieta control, el calamar
(CON) contenia mas agua (P<0.05) que las dietas artificiales. Los pulpos alimentados con las dietas
artificiales tenian cantidades similares de agua en la GD (p>0.05), que eran mayores que las
encontradas en la GD de pulpos alimentados con calamar (Tabla 4). La humedad del manto de los
pulpos fue similar (P>0.05) para las 3 dietas (Tabla 3).

El contenido total en lipidos de la GD fue similar (p>0.05) para los pulpos alimentados con
las 3 dietas. La composicion en acidos grasos (AG) de la GD se encuentra representada en % de AG
(Tabla 3) y valor absoluto (g kg' dw o ug mg") (Tabla 4). Las concentraciones de saturados y
monoenos en el manto de individuos alimentados con CON y GEL fue similar (P>0.05), y mas altas
(P<0.05) que con ALG (Tabla 4), aun que en % de AG no se encontraron diferencias entre dietas.
Para los monoenos, solo los alimentados con ALG su importancia fue menor (Taba 3). Los &cidos
grasos saturados y monoenos mas importantes fueron el 16:0 y el 20:1 n-9, respectivamente (Tablas
3y 4), siendo menores en la GD de pulpos alimentados con ALG.

Los n-3 HUFA més importantes fueron el DHA y el EPA, sin diferencias entre las 3 dietas
(P>0.05) (Tablas 3y 4). Las series n-3 representaron mas de 1/3 in porcentaje del total de AG (Tabla
3).

El n-6 méas abundante fue el &cido araquiddnico (20:4 n-6, ARA) para todas las dietas, siendo
su concentracidn mas elevada (P<0.05) en la GD de animales alimentados con ALG en % de AG
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(Tabla 3), no existiendo diferencias en contenido total (Tabla 4). El ratio entre DHA/EPA fue superior
(P<0.05) para los alimentados con ALG, mientras los ratios EPA/ARA y DHA/ARA ratios fueron
mayores (P<0.05) en la GD de los pulpos alimentados con CON (Tabla 3).

En relacién al manto, los resultados se presentan tanto en % de AG (Tabla 5) y contenido
total (g kg' dw o pug mg' ps) (Tabla 6). El contenido en lipido total (g kg™ ps) para animales
alimentados con CON fue mayor (P<0.05) que para los alimentados con las dietas artificiales, siendo
que entre estas no hubo diferencias (P>0.05) (Tabla 5). Las concentraciones de la mayoria de los
AG fue mas elevada en los pulpos alimentados con el calamar respeto a las dietas artificiales (Tabla
6).

Tabla 3 - Humedad de las dietas (g kg™ ph), y del manto (g kg ph), lipidos totales (g kg
ps), ¥ % de AG en el manto de pulpos alimentados con calamar (CON) y dos dietas
artificiales (GEL, ALG).

Composicion dieta CON GEL ALG
Humedad dieta 805+19 a 58421 b 499+ 16 ¢
Humedad manto 786 £ 25 802 + 20 816 £ 25
Lipidos totales manto 52+6 467 41+6
14:0 1.87+0.38 a 1.45+0.43 ab 1.06 £0.06 b
15:0 0.43£0.01 0.37£0.03 0.39+£0.10
UK 1 164+0.11 a 1.45%0.16 ab 136012 b
16:0 23.88+£3.31 a 21.84 £0.55 ab 1958+1.91 b
16:1 n-7 1.18+0.11 1.39+0.34 0.94 +0.21
16:1 n-5 0.32£0.02 0.28 £0.03 0.31£0.05
17:0 1.12+0.08 a 1.41+0.14 ab 146+0.17 b
16:4 3.40+042 a 502+£0.64 b 543+£0.61 b
18:0 7.19+£0.88 8.98 £1.57 9.07£0.58
18:1 n-9 2.77+£0.36 ab 3.07£0.59 a 216£0.30 b
18:1 n-7 1.74+0.16 1.77+£0.22 142 +0.18
18:2 n-6 0.46 £0.01 0.47 £0.08 0.49+0.18
20:1 n-9 355+0.31 a 342+0.27 a 282+0.16 b
20:2 n-6 0.41£0.03 0.36 £0.04 0.37 £0.07
20:4 n-6 297+0.90 a 447 +1.31 ab 6.17+£1.06 b
20:4 n-3 0.19£0.03 a 0.13£0.04 ab 011£0.03 b
20:5n-3 15.65 £ 1.25 13.32£0.90 13.95+2.08
22:1 n-1 0.12+0.01 ab 0.35£0.16 a 0.06£0.05 b
22:1n9 1.45+0.26 1.81+0.23 1.57 £0.23
22:5n-3 0.86 £0.08 a 0.89+£0.07 a 1.08+£0.12 b
22:6 n-3 21.77 +£2.38 18.43 £ 1.55 21.65+2.15
UK 3.66 £0.54 5.01+£0.94 483+1.18
Totales
Saturados 34.60 + 3.96 34.21 £1.27 31.74 £2.09
Monoenos 1213 +£1.03 ab 1314 £1.63 a 10.28+0.93 b
PUFA 44 57 +4.42 4117 £2.51 46.36 £ 3.80
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n-3
n-6
n-9
n-3 HUFA
n-3/n-6
DHA/EPA
EPA/ARA
DHA/ARA
Mon/n-3 H
Mon/PUFA
Mon/Sat
18:1n-9/n3 HUFA

39.54 + 3.51
440+1.06 a
7.77+£0.79 a

38.68 + 3.56
9.25+168 a
1.39+0.10 ab
556+1.40 a
7.73£195 a
0.32£0.05 ab
0.28 £0.05 ab

0.35+0.03
0.07£0.01 ab

33.85 +2.31
6.37 £1.16 ab
8.30+0.78 a

33.08 +£2.36
543+£0.94 b
1.38+0.07 a
3.15+£0.80 b
434111 b
0.40+0.07 a
0.32+£0.06 a

0.38 £0.05
0.09+0.02 a

37.75+4.24
798+£112 b
6.54+£0.30 b
37.10+4.24
484+120 b
1.54+0.09 b
234+068 b
3.62+0.89 b
0.28+0.05 b
0.22+0.04 b
0.32 £0.02
0.06 £0.01 b
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Tabla 4 — AG de lipidos totales (ug mg' ps) en el manto de pulpos alimentados
con calamar (CON) y dos dietas artificiales (GEL, ALG).

Composicion dieta CON GEL ALG
14:0 0.39+0.13 a 026+0.07 ab 015003 b
15:0 0.09+0.01 a 0.07+0.01 b 0.05+0.01 b
UK1 0.33+0.03 a 026+0.02ab 020+0.06 b
16:0 487+0.70 a 3.96+0.53 a 277038 b

16:1 n-7 0.24+0.06 a 0.25+0.05 a 013+0.01 b
16:1 n-5 0.07+0.01 a 0.05+0.00 b 0.04+0.01 b
17:0 0.23+£0.02 0.26 +0.04 0.21 +£0.02
16:4 0.69 +0.04 0.91+0.16 0.78 £0.22
18:0 1.46 £ 0.04 1.63 £0.36 1.31£0.33
18:1 n-9 057+0.14 a 0.55+0.07 a 0.30+£0.04 b
18:1 n-7 0.36+0.07 a 0.32+0.04 a 0.20+0.03 b
18:2 n-6 0.10+0.02 a 0.08+0.00 ab  0.07+0.02 b
20:1n-9 0.73+0.16 a 0.62+0.07 a 040+0.07 b
20:2 n-6 0.08+0.02 a 0.07+£0.01 ab  0.05+0.00 b
20:4 n-6 0.61+0.21 0.82+0.30 0.89+0.30
20:4 n-3 0.04+0.01 a 0.02+0.01 ab  0.02+0.01 b
20:5n-3 3.23+0.64 243 +0.47 2.04 £0.67
22:1 n-11 0.02+0.01 a 0.06+£0.02 b 0.00+£0.01 a
22:1 n9 0.29 +0.04 0.33+0.05 0.23+0.08
22:5n-3 0.18 £0.04 0.16 £ 0.04 0.16 +£0.05
22:6 n-3 452 +1.20 3.38+0.75 3.15+0.92
UK 0.76 £0.14 0.91+0.20 0.67 £0.12
Totales
Saturados 7.06+£0.88 a 6.20+0.78 a 452075 b
Monoenos 250+£0.51 a 236+£0.21 a 145+£018 b
PUFA 9.22+2.20 7.53 +1.50 6.74 +£1.92
n-3 8.18 +1.94 6.19+1.27 5.50 + 1.66
n-6 0.91+0.26 1.16 £ 0.31 1.15+0.34
n-9 1.60+£0.32 a 149+£0.11 a 0.93+0.16 b
n-3 HUFA 8.01+1.90 6.07 £ 1.26 540 +1.64
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Tabla 5 - Humedad de la GD (g kg-' ph), lipidos totales (g kg ps), y % de AG en la GD
de pulpos alimentados con calamar (CON) y dos dietas artificiales (GEL, ALG).

Composicion dieta CON GEL ALG
Humedad GD 667+ 12 a 746+23 b 757+21 b
Lipidos totales GD 365+ 67 a 129+21 b 97+22 b
14:0 387+0.11 a 377+0.74 a 164+0.34 b
15:0 0.58£0.03 a 0.73£010 b 0.35£0.05 ¢
UK1 0.73+0.12 a 1.00+£0.34 ab 127013 b
16:0 20.71£0.56 a 18.83£0.84 b 19.72£0.61 ab
16:1 n-7 2.06+0.15 a 4752053 b 1.92+0.36 a
16:1 n-5 0.32£0.02 a 0.38+£0.04 a 024 +£0.03 b
17:0 0.58+£0.04 a 0.89+£0.11 b 1.02£0.07 b
16:4 0.59£0.05 a 155+0.34 b 349+£0.79 ¢
18:0 3.89+£0.26 a 643+062 b 10.77+1.24 ¢
18:1 n-9 399+£0.24 a 6.89+£0.79 b 395+£0.89 a
18:1 n-7 2.36+0.13 a 261+0.10 a 192+023 b
18:2 n-6 0.46 £0.02 a 0.92+£0.09 b 0.54£0.01 a
20:1 n-9 4.94 +0.39 518 +2.54 2.70+£0.26
20:2 n-6 0.56 £0.02 a 042010 b 0.33£0.02 b
20:4 n-6 1.49+0.07 a 243030 b 512+£0.52 ¢
20:4 n-3 0.31£0.02 ab 043+£0.10 a 017+£0.07 b
20:5n-3 1464 £0.25 a 979+174 b 11.15+141 b
22:1 n-1 0.31+0.08 2.61+2.57 0.64 £0.07
22:1n-9 0.94 +0.07 1.13+0.36 1.10 +0.11
22:5n-3 0.62+£0.02 a 1.03£0.19 b 1.00£0.11 b
22:6 n-3 29.10+1.25 a 18.09+£4.50 b 23.18£1.76 ab
UK 2.69+0.28 a 547£175 Db 3.81+£1.63 ab
Totales
Saturados 29.71+£0.90 a 30.76 £0.79 a 33.70+£041 b
Monoenos 15.93+0.67 a 2479+£6.00 b 13.29+£0.33 a
PUFA 50.34+1.69 a 36.42+743 b 44.46 £2.60 ab
n-3 46.42+1.53 a 30.56+£6.71 b 36.45+£342 b
n-6 284+015 a 428056 b 6.49+0.46 ¢
n-9 9.88£0.63 ab 13.20£3.61 a 7.75£053 b
n-3 HUFA 4484 +141 a 2946+£6.53 b 35.62 £3.40 ab
n-3/n-6 16.35£0.40 a 7.08£091 b 566+£0.90 b
DHA/EPA 1.99 +0.06 1.83+0.16 2.09+0.12
EPA/ARA 9.85+0.32 a 402+045 b 221+047 ¢
DHA/ARA 19.58 £0.09 a 7.38£1.37 b 458+0.77 ¢
Mon/n-3 H 0.36 £0.03 0.92 £0.51 0.37£0.03
Mon/PUFA 0.32£0.02 0.74 £0.39 0.30£0.01
Mon/Sat 054 £0.01 a 0.81£021 b 0.39+£0.01 a
18:1n-9/n3 HUFA 0.09£0.01 a 025+£0.10 b 0.11£0.02 a
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Tabla 6 — AG de lipidos totales (g mg' ps) en la GD de pulpos alimentados con calamar
(CON) y dos dietas artificiales (GEL, ALG).

Diet composition CON GEL ALG
14:0 955+1.89 a 257097 b 053+£0.22 b
15:0 142+0.25 a 047012 b 0.11£0.02 b
UK1 1.76 £0.09 a 062+£0.15 b 0.39+£0.08 b
16:0 50.93+£8.86 a 1250£351 b 6.24£175 b
16:1 n-7 514 +£1.39 a 318+£1.02 a 062+£0.25 b
16:1 n-5 0.79+£0.16 a 025+£0.07 b 0.07£0.01 b
17:0 142+0.18 a 058+£0.13 b 0.32+£0.09 b
16:4 143+0.17 a 098+£0.11 b 1.06£0.07 b
18:0 952+1.44 a 418088 b 332+£053 b
18:1 n-9 982+1.77 a 445+083 b 129+0.55 ¢
18:1 n-7 580+£1.01 a 172+042 b 0.59+£0.09 b
18:2 n-6 1.16+0.24 a 062+£0.19 b 017£0.05 ¢
20:1 n-9 12.08 £1.67 a 310£043 b 0.84+£0.15 b
20:2 n-6 1.39+£0.33 a 029+£0.12 b 0.10£0.02 b
20:4 n-6 3.69+£0.88 a 164 +0.58 b 159+027 b
20:4 n-3 076 £0.12 a 030£0.12 b 0.06 £0.03 ¢
20:5n-3 36.22+7.81 a 6.69+£256 b 358+£1.27 b
22:1 n-11 0.74£0.17 ab 1.40+0.83 a 0.20£0.07 b
22:1 n-9 231+042 a 0.70£0.06 b 0.34£0.06 b
22:5n-3 154 +0.27 a 0.70£0.27 b 0.32+£0.10 b
22:6 n-3 7224 £17.10a 1250+£543 b 739+£232 b
UK 6.76 £1.26 a 352+1.07 b 112+0.14 ¢
Totales
Saturados 73.07 £12.63 a 2038551 b  1059+261 b
Monoenos 39.15+6.69 a 15.60+£1.29 b 420115 ¢
PUFA 124.87 £28.68 a 25.00+£10.03b 14.13+£426 b
n-3 11513 +£26.39a 21.02+866 b 1165+383 b
n-6 707+1.71 a 291+£1.03 b 2.02+£040 b
n-9 2421+£3.83 a 826+£0.53 b 247+£0.76 ¢
n-3 HUFA 11116 £25.29 a 2027+£840 b 1139375 b

Concentraciones mas elevadas de n-3 HUFA (p<0.05) se encontraron en el manto de pulpos
alimentados con CON (Tablas 5y 6), y esto se puede explicar por las mayores concentraciones de
DHA'y EPA. Los n-3 HUFA mas importantes fueron el DHA y el EPA (Tablas 5 y 6), representando
las series n-3 la mitad del % de AG en el manto de pulpos alimentados con calamar ty apenas cerca
de 1/3 en los alimentados con las dietas artificiales (Tabla 5).

La serie n-6 se encontrd en mayor concentracion (P<0.05) (Tabla 5) en el manto de animales
alimentados con las dietas artificiales; el n-6 mas importante fue el acido araquidénico (ARA) para
todas las dietas, siendo mas elevadas para los alimentados con calamar (Tabla 6) aun que en % de
AG fuera més importante para ALG (Tabla 5).
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El ratio DHA/EPA fue similar en el manto para todas las dietas (p>0.05). contrariamente,
Contrary, los ratios EPA/ARA y DHA/ARA fueron mas altos (P<0.05) cuando alimentados con el
calamar (Tabla 5).

Discusion

Como en estudios anteriores, las dietas artificiales no han proporcionado crecimiento
adecuado, con tasas de crecimiento pequefias o negativas (0.2 % d'y 0.2 % d-' para GEL y ALG,
respectivamente). Aln asi, la gelatina parece ser un aglutinante mas adecuado que el alginato. El
menor crecimiento con las dietas artificiales se reflejo en el balance energético y composicién en
acidos grasos., con los grupos méas importantes como n-3 HUFA, y AG importantes como EPA y
DHA con menores concentraciones en las GD de animales alimentados con las dietas artificiales.
Este hecho confirma que la GD es un érgano adecuado para estudiar el efecto de las distintas
dietas en la composicion lipidica y condicion de Octopus vulgaris. Por otro lado, el manto ha
mantenido su composicién lipidica mismo en pulpos que perdieron peso, lo que indica que
probablemente son las proteinas que son usadas como sustrato energético por estos animales en
condiciones de ayuno o de alimento insuficiente.
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2.3.1.4. Efecto de dietas artificiales, con y sin atrayente, sobre el crecimiento del
pulpo comtin, Octopus vulgaris.

IFAPA Centro “Agua del Pino”, C.A. de Andalucia.

En este trabajo, juveniles de pulpo fueron alimentados con dietas basadas en bacaladilla
cruda con o sin atrayentes (taurina, betaina, etc.), o basadas en una mezcla de mejillon y bacaladilla
crudos, también con o sin los mismos atrayentes.

Material y métodos

Los 30 pulpos fueron capturados en las costas de Huelva con nasas, e individualizados en
estanques cilindro-conicos de fibra de vidrio, de 140 L de capacidad. Se us6 un sistema abierto, con
flujo de 25 Lh-'. Los pulpos fueron alimentados una vez al dia (09:00 h), con 7% de su peso d'. El
alimento permanecia en el agua 4 horas y después era retirado y pesado. Cada experimento dur6
30 dias. Todos los pulpos fueron pesados individualmente cada 10 dias. En el experimento | se
utilizaron una dieta control, calamar congelado (Loligo gahi), y dos dietas artificiales basadas en
bacaladilla cruda (Micromesistius poutassou), una sin atrayentes (Lisoy 15-0) y otra con atrayentes
(1% mezcla de taurina, Lisoy 15-TAU). El peso inicial de los pulpos era de 687,3£88,1 g,
692,2+110,9 g y 687,2+87,0 g para animales alimentados con calamar, Lisoy 15-0 y Lisoy 15-TAU,
respectivamente, sin diferencias significativas (p>0,05). En el experimento Il, las 3 dietas fueron
calamar como control, y dos dietas artificiales basadas en mejillon (Mytilus edulis) y bacaladilla
crudos, siendo una sin atrayentes (Mesoy 15-0) y la otra con atrayentes (Mesoy 15-TAU). El peso
inicial de los pulpos era de 843,5£129,6 g, 846,0£54,5 g y 837,7£110,5 g para animales
alimentados con calamar, Mesoy 15-0 y Mesoy 15-TAU, respectivamente, sin diferencias
significativas (p>0,05). Las dietas artificiales fueron elaboradas en la Universidad de Santiago de
Compostela. La bacaladilla y mejillon fresco se picaron usando un tamiz de 0,5 cm de diametro de
poro. Los aditivos (proteina de soja) y productos quimicos (taurina, betaina y colesterol) se
incorporaron a esta masa, homogeneizandola posteriormente. La masa resultante se envasé al
vacio, dejandola reposar 24 h a 2° C para facilitar la cohesion de la materia prima con el
estabilizante. Posteriormente se congelaron y se mantuvieron a —24° C hasta la alimentacion de los
pulpos.

Resultados

Durante el experimento I, los pulpos alimentados con el control apenas presentaron
crecimiento positivo (1.7 £ 0.7 % peso d*'), mientras los alimentados con Lisoy 15-0 y Lisoy 15-TAU
perdieron peso, aunque no significativamente (-0.2 + 0.3 % peso d' y -0.5 + 0.5 % peso d",
respectivamente) (Figura 1). Las tasas de ingestion fueron mas elevadas con calamar (4.6 + 0.8 %
peso d-'), mientras que no se encontraron diferencias entre tasas de ingestién con Lisoy 15-0 y
Lisoy 15-TAU (1.7 + 0.5 y 1.6 + 0.4 % peso d"! respectivamente). Durante el experimento |l, y al
igual que en el caso anterior, solo los pulpos alimentados con la dieta control presentaron
crecimiento positivo (1.8 + 0.4 % peso d-'), mientras los alimentados con Mesoy 15-0 y Mesoy 15-
TAU perdieron peso, aunque no significativamente (-0.7 + 0.3 % peso d'y -0.7 + 0.2 % peso d-',
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respectivamente) (Figura 2). Las tasas de ingestion fueron mas elevadas con calamar (4.7 + 0.6 %
peso d-') y similares a las obtenidas en el experimento |, mientras que no se encontraron diferencias
entre tasas de ingestion de Mesoy 15-0 y Mesoy 15-TAU (1.4 + 0.2 y 1.4 + 0.3 % peso d,
respectivamente). La inclusién de taurina y otras sustancias como atrayentes en las dietas Lisoy 15-
TAU y Mesoy 15-TAU de ambos experimentos, no incrementd la ingestion ni el crecimiento de los
pulpos.
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Discusion

La capacidad atrayente de las dietas usadas en estos experimentos fue bastante baja,
incluso con el derivado del aminoacido cisteina, la taurina (normalmente utilizada como atrayente en
dietas preparadas), que fue incorporada en una de las dietas artificiales de cada experimento. Estas

tasas de crecimiento negativas son significativamente menores que las obtenidas por Quintana et
al., (2008), cercanas al 1% peso dia.

Es posible que una de las causas para las bajas tasas de ingestion obtenidas en este
estudio sea debida al uso del aglutinante (proteina de soja) contrariamente a la gelatina (aglutinante
de origen proteico animal) usada en los trabajos referidos anteriormente, pero en cualquier caso, los
resultados nos reflejan que es posible una redefinicion de los ingredientes de la dieta ya que los
valores obtenidos con proteina de soja son mas alentadores que los obtenidos con aglutinantes de
origen glucidico (Lopez et al, 2008).
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2.3.1.5. Efecto del ayuno sobre el contenido en lipidos totales, clases lipidicas y
acidos grasos del manto y glandula digestiva de Octopus vulgaris.

IFAPA Centro “Agua del Pino”, C.A. de Andalucia.

Introduccion.

Uno de los principales factores que ha impedido el cultivo de cefalépodos a gran escala es
la inexistencia de dietas artificiales que proporcionen buena aceptacion y crecimiento (Domingues,
1999; Domingues et al., 2005). La utilizacién de piensos preparados en sustitucién de alimento
natural (Lee, 1994; Domingues et al., 2006) aportaria una reduccion de costes de hasta el 80%. En
este trabajo, juveniles de pulpo fueron expuestos a un periodo prolongado de ayuno, para
determinar como disminuyen las concentraciones de lipidos totales, clases lipidicas y acidos grasos
en el manto y GD. De esta forma, la informacion obtenida podré ser importante para determinar
cuales son los componentes esenciales o limitantes, y desarrollar alimentos artificiales eficientes
para esta especie.

Material y métodos.

Los animales utilizados para el experimento (30 pulpos) fueron capturados en las costas de
Huelva por medio de nasas y colocados individualmente en estanques cilindro-conicos de fibra de
vidrio de 140 L de capacidad. Se usé un sistema abierto, con flujo de 25 L h-'. Los animales se
mantuvieron en ayuno hasta el final del experimento de 27 dias. Los lipidos totales se extrajeron
usando cloroformo:metanol (2:1 v/v) con 0,01% del antioxidante butil-hidroxitolueno (BHT) (Christie,
1982). Las clases lipidicas se cuantificaron por combustion incompleta con acetato de cobre (Olsen
y Henderson, 1989). Los acidos grasos se determinaron segun Christie (1982).

Resultados.

La composicion en lipidos totales para el manto se mantuvo constante durante 21 dias.
Después la concentracion bajo y se mantuvo constante hasta el final del experimento (Figura 1).
Para la GD, los lipidos totales disminuyeron significativamente después de 3 dias de ayuno, se
mantuvo constante hasta 21 dias y volvié a bajar hasta el final del experimento (Figura 2). Entre las
clases lipidicas de la GD, las principales fueron triglicéridos (TG) y ésteres de esterol (EE), que
disminuyeron después de 3 dias de ayuno, manteniéndose después constantes hasta los 17 dias. A
partir de aqui estas dos clases disminuyeron gradualmente hasta el final del experimento.
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También en este drgano la concentracion de colesterol (CHO) disminuy6 gradualmente
durante el experimento. En relacién con los lipidos polares (LP), las concentraciones de fosfatidil-
colina y fosfatidil-etanolamina aumentaron en los primeros 3 dias, y después disminuyeron
gradualmente hasta el final del experimento.

En el manto, las Unicas clases lipidicas que sufrieron disminucién en su concentracion
fueron los triglicéridos y ésteres de esterol, mientras ninguna de las clases de lipidos polares sufrio
disminucion en este 6rgano.

Discusion.

Es destacable que la gran mayoria de los &cidos grasos en la GD disminuyeron tras apenas
3 dias de inanicion, mientras en el manto éstos se mantuvieron constantes durante el experimento.
Los valores se presentan en g GD' para la GD y %peso seco! para el manto.

El mantenimiento en el manto de LP y CHO podria deberse a su papel estructural. Por el
contrario, los TG (que empiezan a disminuir a partir del dia 21 de inanicion) y los EE parecen tener
una funcion de reserva energética. La estructura estable del manto a nivel lipidico es también
corroborada por el mantenimiento de los acidos grasos en este organo durante los 27 dias de
inanicion. En relacion a la GD, se observa una considerable variabilidad lipidica incluso a corto plazo
(3 dias), principalmente en LT, TG, EE y todos los &cidos grasos, lo que indica su papel como
drgano de reserva energética a corto plazo.
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2.3.2. Experimentos desarrollados en el ICCM.
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2.3.2.1. Eleccion de aglutinantes para la elaboracién de un pienso para pulpo:
estabilidad y aceptacion.

ICCM, C.A. de Canarias.

Introduccion.

El pulpo es un animal que presenta un tratamiento muy peculiar sobre sus presas,
caracterizandose la manipulacién del alimento antes de su ingesta. Experiencias previas realizadas
sobre la alimentacion de cefalépodos han demostrado una gran reticencia a aceptar dietas
artificiales, rechazandolas en muchas ocasiones y sobretodo disgregando y desperdiciando la
mayoria de la dieta debido a la condiciones de cohesion de la misma (Lee et al., 1991; Domingues
et al., 2007, Estefanell et al., 2007a). Por ello el primer punto de partida para la elaboracién de un
pienso para este invertebrado debe ser una eleccion adecuada del aglutinante, que por un lado le
de una estabilidad a la dieta, y por otro incida en una aceptacion positiva de la misma.

Material y métodos.

Siguiendo el guion establecido en el proyecto, el primer paso fue elaborar un pienso de
estabilidad apropiada en agua de una humedad aproximada del 40%. Para ello se evaluaron 3
aglutinantes (Alginato y Goma guar al 0,5, 1, 2, 3y 5% cada uno, respecto del total de la mezcla de
ingredientes, y Gelatina Neutra al 1,3,5,y 7%). Se mezclaron partes iguales de ingredientes
humedos y secos, la parte humeda constituida por boga de descarte sin restos de espinas (filete sin
escamas+visceras, 75% de humedad), y la parte seca por harina de pescado (7-8% de humedad).
Todos estos ingredientes se trituraron de forma independiente hasta obtener un tamafio de particula
muy fino y se mezclaron posteriormente hasta conseguir una apariencia homogénea y sin granulos.
Para ello se utilizé una picadora industrial. El paso siguiente fue agregar el aglutinante con el fin de
evitar la disgregacion del pienso en el agua. En todos los casos fue necesario afiadir un volumen de
agua elevado, en concreto del 34% del total del pienso, para facilitar su mezcla con los ingredientes
ya mencionados (33% de boga y 33% de harina). El Alginato y la Goma Guar fueron disueltos en
agua fria mientras que la Gelatina Neutra necesitd de agua caliente. Al tener el pienso final
elaborado de la forma descrita una humedad elevada de 60-65%, superior a la inicial propuesta por
el proyecto, fue necesario buscar un método para disminuir su contenido acuoso. Para ello se
elaboraron “bolas” de 5-12 g. que fueron desecadas en estufa de aire a 30-35°C durante 8 horas
hasta obtener un pienso de 45+2% de humedad. Finalmente se evalu6 su estabilidad segun el
protocolo descrito a continuacion.

Prueba de estabilidad del pienso en agua: Se pesaron 10 réplicas de 5 gramos de cada
formulacion del pienso. Con cinco muestras se calculd la humedad inicial del pienso que sirvio para
inferir el peso seco inicial de las otras cinco réplicas que fueron sumergidas durante 24 horas en
agua de mar en condiciones idénticas de temperatura y salinidad a las de los tanques
experimentales. Tras calcular el peso seco de estds ultimas réplicas se calcul6 el portentaje de
disgregacion o de pérdida de materia seca (PMS) (Tabla I) segun: PMS = 100* (PSa - PSd) / PSa,
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donde PSa y PSd son el peso en materia seca antes (inferido) y después de la inmersion,
respectivamente.

Del grupo que estadisticamente presenté la disgregacion mas baja se seleccion6 el menor
% de cada aglutinante, seleccionandose el 2% de Alginato, el 2% de Goma guar y el 7% de gelatina
neutra, y con ellos se realizo una prueba de aceptacion.

Tabla I: Humedad tras desecacién y Porcentaje de disgregacion tras 24 horas en

agua.
Aglutinante % Humedadstgié 8h estufa Disgregacion (%)
0,5% 46,2+0,6° 85+0,62
1% 472+0,3b 87+052
Alginato 2% 49,6 +0,92 58+0,3bc
3% 474+0,10 5,9 0,450
5% 465+06° 523403 ¢
0,5% 4341060 891062
1% 443 +1,32 9,0+0/52
Goma guar 2% 426090 8,3+£0,3®
3% 468+1.82 82+0/50
5% 451+1,2¢% 82+0,3°
1% 474+0,92 583+05¢2
. 3% 475+0/52 44+05°0
Gelatina neutra 59, 4274030 424050
% 420+04° 29+05¢

Prueba de aceptabilidad: Para la realizacién de pruebas de aceptacion de los pienso
disefiados se capturaron ejemplares de pulpo procedentes del medio natural, que se estabularon en
tanques rectangulares de 1.5 m? de capacidad mantenidos en circuito abierto con temperaturas de
20£1°C y niveles de oxigeno de 6-7 ppm (superiores al 80 % de saturacion segun Cerezo & Garcia
Garcia, 2005). Después de la aclimatacion de los animales y la comprobacion de que aceptaban e
ingierian de forma regular las dietas naturales cominmente empleadas, como cangrejo y boga
(Aguado & Garcia Garcia, 2003; Garcia Garcia & Cerezo Valverde, 2006), se procedio a la
realizacion de las pruebas de aceptacion del pienso. Por un lado de forma individual en 6 acuarios
de 1501 (1 ejemplar/acuario) y por otro de forma colectiva en tanques de 1500 litros (6
animales/tanque), mantenidos en circuito abierto. El peso medio inicial de los ejemplares y los
parametros fisicos se describen en la tabla Il. Los ejemplares mantenidos individualmente fueron
aclimatados a los acuarios durante un periodo de 2-7 dias hasta observar que efectivamente
ingerian la dieta control de boga y cangrejo. Las dietas experimentales se suministraron durante un
periodo de 6-7 dias, valorandose la aceptacion de forma cualitativa segun la escala: Nula (No
capturan la dieta); Sélo visual (Capturan la dieta pero la sueltan nada mas probarla); Sub-Optima
(Capturan la dieta pero al intentar ingerirla la disgregan, sin generar heces o en muy poca cantidad);
Optima (Capturan e ingieren la dieta sin disgregarla y generando heces). Los resultados de
aceptacion, crecimiento y supervivencia, asi como la formacidn de heces, se describen en la tabla Il.
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Resultados y Discusion.

El experimento de disgregacion nos permiti6 comparar 3 aglutinantes distintos siendo la
gelatina neutra y el alginato significativamente mas apropiados para aglutinar que la goma guar. Sin
embargo tras permanecer en agua 24 horas tan solo el alginato mantiene la textura compacta
similar a la que tenia inicialmente.

Las pruebas de aceptacion en los acuarios dieron resultados muy pobres, probablemente
motivado por el estrés del animal a un confinamiento tan estricto o bien por el paso de gente por la
zona de los acuarios. Por este motivo realizamos pruebas paralela de aceptacién con el mismo
pienso experimental en tanques colectivos, siendo la aceptacidn visual y subdptima mucho mayor
en estos ultimos. En cualquier caso el crecimiento fue casi siempre nulo o negativo durante las
experiencias, constatando incluso mortalidad en algunos casos.

En las figuras 1, 2 y 3 se desglosan diariamente el porcentaje de cada tipo de aceptacion a
lo largo de cada experimento individual.

Como conclusion, la linea de trabajo con pienso utilizara el Alginato como aglutinante
principal, continuando en este momento la linea de actuacién en la elaboraciéon de una adecuada
formulacion, y la busqueda de un atractante en la elaboracion de un pienso para pulpo Octopus
vulgaris.

Tabla II: Parametros fisicos, Peso medio inicial, Aceptacion, Incremento Peso, Mortalidad y Formacion de
Heces durante el experimento de aceptacion.

Gelatina 7% Alginato 2% Goma Guar 2%

Individual Colectivo Individual Colectivo Individual Colectivo
T(°C) 20,5 20,8 19,5 19,7 19,1 19,3
02 (ppm) 6,8 6,7 6,8 6,9 6,8 6,8
Peso inicial (g.) 1503+129 1688+ 25 2003+152 14124286 18844567 2483+144
Gramos afiad. / 60,9 43,1 29,6 43,1 338 67
pulpo/dia

0]

N bolas / 5.1 39 4 39 45 75
pulpo/dia
Peso bolas (g.) 12,1 11,1 79 11,1 75 8,9
Incremento peso / 47 £ 49 8 78+ 28 10 10 £ 42 40
pulpo (g.)
Supervivencia (%) 100 100 100 83 66,6 100
Aceptacion Nula-
Visual-Subdptima 50-20-30 0-0-100 17-52-31 0-76-24 27-17-57 0-0-100
(%)
Formacion heces Minima Baja Minima Minima Minima Baja
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Fig. 1: Porcentaje diario de Aceptacion Nula-Visual-Suboptima con Gelatina 7%
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50% 50% 50% 50%

Fig. 3: Porcentaje diario de Aceptacion Nula-Visual-Subdptima con G. Guar 2%
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2.3.2.2. Adicion de calcio y aglutinantes comerciales.

ICCM, C.A. de Canarias.

Introduccion.

A partir de las conclusiones del 1er afio de proyecto se intentdé mejorar la consistencia de la
mezcla de 33-33-34% de boga descarte (filetes y visceras), harina y agua aglutinada con un 2% de
alginato.

Material y método.

Para ello se incluyé un 0,5-1-2% de calcio en forma de Ca Clz y se evalud su efecto sobre 2
concentraciones de alginato (1 y 2%) comparadas con la mejor mezcla previa (2% de alginato).
Seguidamente se procedi6 a evaluar la disgregacion del modo ya descrito en el informe del 1er afio.

Resultados y discusion.

Los resultados se recogen en la tabla | y se observa que la adicién de calcio no mejora la
disgregacion de la mezcla.

Tabla I: Receta de aglutinantes del pienso y % de disgregacion.

Alginato CaCl2 Disgregacion (%)
2% - 46+04°
0,5% 6,2+0,5
1% 1% 5,2+ 0,3ab
2% 5,9 + 0,4bc
0,5% 52+0,4
2% 1% 52+0,4
2% 5,2 £ 0,32

De los resultados de Cerezo et al. (2008) y con la colaboracion de los autores se adaptd
este protocolo establecido por los mismos a las caracteristicas de las materias primas empleadas en
nuestros ensayos. Se mantuvo el aglutinante comercial Pokel Merl (Gelificante E-401, sal,
emulgente E-451, azlcares (dextrosa) y conservantes E- 301 y E- 224) y Pokel Cals (E-516)
(Productos del Sur, S. A., Murcia). De este modo se establecié un protocolo de elaboracion de
pienso preparando 2 volumenes de agua separadamente, uno con un 2% de pokel merl y otro con
un 1% de pokel cals respecto al total de pienso a preparar. La cantidad de agua se ajusta teniendo
en cuenta la humedad de las materias primas para obtener un pienso de 80% de humedad.
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2.3.2.3. Optimizacion del espacio y eleccion del sistema de cultivo individual.

ICCM, C.A. de Canarias.

Introduccion.

Para optimizar el espacio disponible y reducir el estrés observado en los animales
mantenidos en acuarios se puso a punto un sistema de engorde en compartimentos individuales
dentro de un tanque comudn. EI empleo de un cultivo individual permitird asegurar las ingesta de
cada animal, logrando asegurar la veracidad de los pardmetros fisiolégicos adquiridos. Por otro lado
el empleo de acuarios o urnas de cristal pueden proporcional al animal un estrés mayor, por el
simple hecho de sentirse desprotegido ante la vision exterior.

Material y método.

Para ellos se realizd una experiencia en paralelo comparando el uso de acuarios frente a los
compartimentos, manteniendo volumenes y renovaciones similares. La dieta suministrada fue un 60-
40% de boga descarte-cangrejo troceado en dias alternos. De este modo se utilizaron tanques
rectangulares divididos en 4 compartimentados con malla negra de PVC y 2 cm de luz. El sistema
de cultivo se evalu6 con 4 pulpos machos. Se calcularon los siguientes parametros: incremento de
peso diario (IPD=(P+-Pi)/), ingesta diaria estandar (IDE=AI*100/(t*(Ps-P;)), indice de conversion
(IC=Al/(P+-Py)), donde “P¢" es peso final, “Pi" es peso inicial, “t” es n° de dias y “Al" es alimento
ingerido en g.

Resultados y discusion.

La supervivencia a las 4 semanas fue del 100%. Los valores de incremento de peso e
ingesta quedan expuesto en la tabla I, no encontrandose diferencias significativas entre la ingesta
diaria en los dos sistemas de cultivo, mientras que si se observaron diferencias significativas
positiva en el sistema de cultivo por compartimento individualizados frente a los acuarios. La
justificacion de esta diferencia puede radicar en el comportamiento territorial y de competitividad que
presentan los animales en un tanque comun, pero aislado, donde la vision de sus competidores
incita a un instinto natural de supervivencia y crecimiento. Como consecuencia y tras estos valores
se puede considerar el cultivo en compartimento més adecuado frente a urnas individuales y con
frontal de cristal.

Tabla I: Resultados obtenidos tras 4 semanas de engorde en acuarios y compartimentos.

Compartimentos Acuarios
Peso inicial (g.) 1449+128 13811594
Peso final (g. 2269+350 19184629
IDE (%/dia) 4,5+0,6 4,317
IPD (g./dia) 27,347,62 17,945,4p
IC 2,540,5 2,9+0,3

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final. 130



@ MINISTERIO SECRETARIA GENERAL

DE MEDIO AMBIENTE DEL MAR
Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL

ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

2.3.2.4. Seleccion del origen de la boga (descarte o salvaje) como base para la
elaboracion del pienso.

ICCM, C.A. de Canarias.

Introduccion.

El pulpo comun es una de las especies con gran potencial para diversificar la acuicultura
marina (Iglesias et al., 2004). El engorde de individuos salvajes en jaulas flotantes ha dado
resultados prometedores (Socorro et al., 2005; Rodriguez et al., 2006). Sin embargo, las dietas
naturales de esta especie estan basadas en diferentes especies de crustaceos que son escasos en
determinadas regiones, como ocurre en Canarias. El siguiente experimento parte de los resultados
obtenidos por Socorro et al. (2005), que utilizd como dieta boga (Boops boops), proveniente de
descartes de jaulas locales de engorde de dorada. Se pretende evaluar el efecto del origen de la
boga, de descarte y salvaje, presentadas en forma troceada y en formato de pienso humedo, sobre
el crecimiento y la ingesta en O. vulgaris.

Material y métodos.

Aclimatacién: para cada experiencia se capturaron ejemplares de pulpo procedentes del
medio natural, que se estabularon en tanques rectangulares de 1,5 m?® de capacidad mantenidos en
circuito abierto a una renovacion completa a la hora. Después de la aclimatacién de los animales y
la comprobacion de que aceptaban e ingerian de forma regular las dietas naturales comunmente
empleadas, como cangrejo y boga (Aguado & Garcia Garcia, 2003; Garcia Garcia & Cerezo
Valverde, 2006), se procedio a la realizacion de los ensayos con dietas experimentales

En la elaboracion de las dietas se utilizd unicamente filete de boga. Las dietas utilizadas
fueron:

Pienso BD: Pienso boga descarte

Pienso BS: Pienso boga salvaje

Boga descarte troceada

Boga salvaje troceada

Control (40-60% boga descarte-cangrejo P. pelagicus troceado )

oo~

Para la elaboracion de los piensos se utilizd el aglomerante Pokel Merls y Pokel Cals
(Productos del Sur, S. A., Murcia), adaptando el protocolo de Cerezo et al, (2008) a las
caracteristicas de las materias primas empleadas. La dosis diaria de pienso fue presentada en
raciones de 6x6x6+1 cm. Cada dieta fue evaluada durante 1 mes en 20 pulpos macho, mantenidos
en 4 tanques compartimentados con red de PVC en 4 subunidades de 400 | (4 individuos por
dieta/tanque). La temperatura y oxigeno medio fue 21.9+0.6°C y 6.5£0.2 ppm respectivamente. Se
calcularon los siguientes parametros: incremento de peso diario (IPD=(P+Pi)/t), ingesta diaria
estandar (IDE=AI*100/(t*(PsP;)), indice de conversion (IC=Al/(P+-Pi)), donde “P{" es peso final, “P;" es
peso inicial, ‘t" es n°® de dias y “Al" es alimento ingerido en g. Se realizd un analisis de
macronutrientes de las dietas (AOAC, 1997) y de los acidos grasos (lzquierdo et al., 1990).
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Resultados y discusion.

La supervivencia fue del 100% en todas las dietas ensayadas. La dieta de boga de descarte
y la dieta control (60-40% cangrejo-boga descarte) generaron un crecimiento similar (Garcia Garcia
y Cerezo Valverde, 2006), que ademéas no presentd diferencia estadistica con el pienso BD. El
crecimiento generado por el pienso BD fue superior al obtenido por otros autores usando piensos
experimentales (Quintana et al., 2008; Cerezo Valverde et al., 2008) y es comparable al obtenido en
experiencias de engorde en tanques donde se suministré alimento fresco troceado (Estefanell et al.,
2008; Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006). El IPD fue significativamente mas bajo en los
animales alimentados con pienso BS (Tabla I).

Tabla I: Peso inicial y final y pardmetros de ingesta y rendimiento.

Pienso BD Pienso BS Boga descarte Boga salvaje Control
Peso Inicial (g.) 918+241 882+130 864+185 889+118 1228+109
Peso final (g.) 13082864 107711932 135012534 1245+1932 179441280
IDE (%/dia) 3.1£0,2 3,1+0,4 3,9+0,6 2,9+0,6 2,9+0,2
IPD (g./dia) 13,9+1,8bc 7,0£2,62 17, 4430c 12,742,720 19,1+2,5¢
IC 2,1%0,22 3,140,20 2,1%0,22 1,9+0,32 2,240,32

Aunque la IDE fue similar en todos los tratamientos, el IC del pienso BS fue
significativamente peor que el pienso BD vy las dietas troceadas. Esto se relaciona con una mayor
disgregacion de la mezcla, cuyo nivel de consistencia depende en gran medida de las materias
primas utilizadas, y pone de manifiesto la necesidad de mejorar las caracteristicas fisicas de un
pienso para esta especie y buscar nuevos aglutinantes. EI mayor contenido lipidico de las dietas de
origen de descartes confieres a estas dietas un mayor nivel energético (Tabla Il) y posiblemente
esté relacionado con el mayor crecimiento generado por estos tratamientos, respecto a las dietas de
origen salvaje. Este hecho plantea nuevas hipotesis sobre los requerimientos nutricionales de esta
especie, tradicionalmente considerada de metabolismo proteico (O’'Dor et al., 1984). Los resultados
de marconutrientes de musculo de pulpo (tabla Ill) muestran un mayor nivel proteico en los
ejemplares alimentados con boga de descarte respecto a las otras dietas, hecho sugiere un mayor
aprovechamiento de las proteinas dietéticas cuando el nivel de lipidos es elevado.

El contenido lipidico de la glandula digestiva refleja el de las dietas y lo mismo sucede con
los &cidos grasos, hecho previamente observado en otras especies de cefalopodos (Fluckiger et al.,
2008; Stowasser et al., 2006). Por otro lado, el nivel de lipidos en musculo es més estable (tabla V).

El perfil de &cidos grasos presenta 2 patrones distintos segun origen salvaje o de descarte
(Fig. 2). Destaca el elevado contenido en &cido oleico y linoleico de las dietas de descarte (tabla V),
hecho que se relaciona con las grasas de origen vegetal presentes en los piensos. Por el contrario,
los n-3 HUFA son cualitativamente mas abundantes en las dietas de origen salvaje.

El perfil de acidos grasos del musculo (tabla VI) es més estable entre tratamientos que el de
la glandula digestiva (tabla VII). Destaca en musculo el bajo nivel de ARA en la dieta que presento
mayor crecimiento, a diferencia de lo observado en experiencias previas con larvas de pulpo comun
(Navarro y Villanueva, 2003).
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Fig. 1: Evolucién del peso a largo del periodo de estudio.
Tabla Il: Macronutrientes (%) en peso seco de las dietas.
. . . Cangrejo
DIETAS Pienso BD Pienso BS Boga descarte Boga salvaje P. pelagicus
Lipidos PS (%) 26.3+1.3¢ 6.2+2.02 18.7+£2.00 4.6+1.82 5.4+0.62
(Ff,/f;te'”as PS 59.142.7s 77.744.5 75.242.8 88.0£25  82.9+4.00
Cenizas (%) 2.2+0.1c 2.4+0.2d 1.3£0.12 1.6£0.20 2.2+0.2¢
Humedad (%) 77.2+0.7° 83.0+0.6° 73.5+0.52 78.2+1.6° 80.8+0.9¢
Energia a c
(kJ/100g.) 571£21p 362124 669+19 4954540 420+11
Tabla IlIl: Macronutrientes (%) en peso seco de musculo
MUSCULO Pienso BD Pienso BS Boga descarte sgﬁ/%?e Control SALVAJE
Lipidos PS (%) 5.5+0.50 6.1+0.6c 4.4+0.82 4.3+0.42 5.0+1.0a0 6.1+0.2d
Proteinas PS (%) 80.9+3.82 82.9+2 42 88.4+2.7° 83.3+4.12 80.345.92 83.414 1ab
Cenizas (%) 1.7£0.120 1.7£0.12 1.6£0.12 1.940.20c 1.8£0.10 2.1+0.2¢
Humedad (%) 83.4+1.5 82.6+1.0° 80.7+1.12 83.8+1.7° 83.8+1.1 79.2+1.82
Tabla IV: Macronutrientes (%) en peso seco de glandula digestiva.
GLANDULA . . Boga .
DIGESTIVA Pienso BD Pienso BS descarte Boga salvaje Control SALVAJE
Lipidos PS (%) 46.2+5.6 28.3+3.2 61.645.5 22.245.0 35.4+3.1c 26.7+4 .30
Proteinas PS (%) 44 9+5.6 73.2+2.9 37.545.8 72.916.8 61.5+6.1c 65.3£5.1¢
Cenizas (%) 63.6+3.6acd  67.4+2.8¢ 60.7+2.72 64.7+1.6° 57.9+6.1ab 63.8+1.20c
Humedad (%) 1.5£0.1° 1.4+0.20 1.2£0.12 1.6£0.20 1.4£0.1° 1.840.0¢
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Fig. 2: Perfil de acidos grasos (%) de las dietas.

Tabla V: Perfil de acidos grasos (%) de las dietas.

. . . Cangrejo
DIETAS Pienso BD Pienso BS Boga descarte Boga salvaje P. pelagicus
Oleico 23.6+1.0c 13.0£2.720 23.4+0.6¢ 9.442.12 14.1+0.6°
Linoleico 15.840.7¢ 8.5+0.80 16.8+0.5¢ 5.9£3.1b 2.240.02
ARA 0.540.02 2.6+0.90 0.6%0.02 2.8+0.50 9.1£0.9¢
EPA 3.3£0.12 4.7+0.5 3.440.32 4.5+1 42 12.6+0.5¢
DHA 8.1+0.22 24.144.7cd 10.3£0.7° 30.146.04 13,112, 74bc
> Saturados 24,642 .42 28.6+1.10 22.0£0.52 28.8+2.20 29.440.9¢
> Monoenos 39.442.1b 21.244.22 38.240.70 16.9+4.02 22.4+1.72
>n-3 17.0£0.42 33.3£3.80 19.7£1.02 38.744 .40 31.84£2.8°
>-6 18.0+0.8¢ 14.8+1.22 19.240.6¢ 12.6+3.2abc 14.1+0.6%
>n9 28.3+1.4b 15.2+3.62 27.7+0.6° 11.713.12 15.1+0.12
> n-3 HUFA 13.740.32 31.344 2kc 16.340.92 36.8+4.7¢ 26.8+3.0

Tabla VI: Perfil de acidos grasos (%) del musculo de pulpo.

MUSCULO Pienso BD Pienso BS Boga descarte  Boga salvaje Control Salvaje

Oleico 10.3£0.52 10.5+1.52% 9.7£0.420 9.7£0.720 10.8+0.8b 8.4+0.92
Linoleico 0.9£0.120 0.7£0.12 1.1£0.1b 0.8+0.12 0.9£0.020 0.8+0.12
ARA 9.4+0.5 12.1£3.1bc 6.9+1.02 10.0£0.92b 11.1£0.6bc 14.3£0.9¢
EPA 11.7£0.9 10.4£2.0 11.9+1.2 10.3£0.6 9.9+0.1 11.3£0.5
DHA 24.0+14 23.1+4.3 24.2+2.0 23.0+0.6 23.1+1.8 25.0+1.5
> Saturados 23.4+1.5 22.2+1.8 26.0+2.3¢ 25.10.1bc 23.2+1.7bc 19.2+0.62
> Monoenos 17.4+1.4p 16.9+2.4p 17.2+0.80 16.8+0.50 17.7£0.7b 14.7£0.72
> n3 43.8+2.420 41.945.2e 43.9+2.3¢ 41.0£0.62 41.1£1.92 46.0+0.60
>-6 14.0£0.620 17.2+3.60 11.1£1.32 14.8+1.1ab 15.9£0.8b 17.541.2b
>n9 13.620.5 13.6+1.90 13.3+0.60 13.0£0.8b 14.0£0.7b 11.4+1.22
> n-3 HUFA 37.8+2.3:0 35.7+6.020 38.3+2.5% 35.2+0.72 34.9+1.8e0 38.6+0.80
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gll'é‘ENsl?rtIJ\}': Pienso BD Pienso BS Boga descarte  Boga salvaje Control Salvaje
Oleico 16.1£2.0 13.3%1.7 19.440.7 13.4+1.5 19.140.9 13.3+2.2
Linoleico 15.942.2 6.8+0.9 18.6+1.0 51%1.5 13.940.8 1.240.0
ARA 1.940.3> 3.5+1.0¢ 1.140.12 3.8+0.7¢ 3.4+0.9¢ 10.6+2.54
EPA 6.1£0.5 5.6+0.5 5.0+£0.5 6.2+0.5 5.310.3 54118
DHA 13.8+1.12 18.141.50 11.4+1.12 19.741.5b 11.540.32 11.0+3.42
> Saturados 25.416.6% 34.045.82 19.7¢1.12 29.6+1.0p 22.6+0.92 30.6+4.8b
> Monoenos 27.743.42b 22.7+2 42 33.5+1.7b 25.1+£2.12 33.2+1.2 27 445 5%
>n3 25.0+1.3q 28.0+2.3bc 21.8+1.82 30.5+1.9¢ 21.8+0.2¢b 22.3+5.2abc
>-6 20.7+£2.1b 13.7£1.72 23.8+1.4p 13.3%+1.12 20.4+0.4b 16.0+3.12b
>n9 19.742 42 16.7+1.82 24 4+1.1b 18.5+1.92 23.5+1.1b 17.243.02b
> n-3 HUFA 22.4+1.3e® 25.8+2.0bc 19.1%1.72 28.0+1.7¢ 19.340.12 18.343.7abc
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2.3.2.5. Evaluacion del efecto de la dieta de descartes sobre sub-adultos.

ICCM, C.A. de Canarias.

Introduccion.

El engorde de pulpos salvajes ha dado resultados prometedores (Socorro et al., 2005;
Rodriguez et al., 2006; Garcia Garcia et al., 2009). Sin embargo, la talla inicial de cultivo es superior
a 750 g. (talla minima de captura en algunas regiones) existiendo pocas referencias sobre el
engorde de tallas inferiores. Por otro lado, se estima que los descartes en acuicultura pueden
suponer entre el 2 y el 5% de la produccidn bruta anual. El objetivo del presente trabajo es evaluar
el efecto de 3 dietas basadas en boga (Boops boops), procedente de descartes de empresas
locales de engorde de dorada, durante la fase de pre-engorde de ejemplares de pulpo, previo a su
engorde en artefactos flotantes.

Material y Métodos.

¢ Sistema de cultivo: tanques circulares.

e N=36 pulpos, macho:hembra 1:1, talla inicial 417+115 g.

o 3dietas:
o Boga de descarte
o Dieta control (40-60% boga descarte-cangrejo Portunus pelagicus) (Fig. 1)
o Pienso de boga de descarte (Pienso BD) (Fig. 2)

e Disefio experimental: 4 pulpos por tanque, 3 tanques por dieta.

e Duracion: 4 semanas.

e Parametros: Incremento de Peso Diario (IPD, g./dia), Ingesta Diaria Estandar (IDE, %/dia),

indice de Conversién (IC) y mortalidad (%).
e Anaélisis bioquimico: dietas, musculo y glandula digestiva.
e T2 21.5+0.7°C; Oxigeno disuelto: 6.4+0.3 ppm

Resultados y discusion.

La ingesta-crecimiento fue superior en el grupo control (Tabla I), lo que pone de manifiesto
un efecto beneficioso del cangrejo P. pelagicus (Fig 1) en pulpos de menor talla. EI crecimiento
obtenido por las dietas de boga de descarte fue menor que en pulpos de talla superior (Estefanell et
al., 2008; 2009), aunque en el caso del pienso BD (Fig 2) fue similar al obtenido por otros autores
(Cerezo Valverde et al., 2008; Quintana et al., 2008). EI mayor IC del pienso BD se relaciona con la
elevada disgregacion de la mezcla (Fig 3). La mortalidad fue baja en todos los tratamientos y se
relacionan con una elevada dispersion inicial en las tallas, en algunos tanques superior al 40%
(Garcia Garcia et al., 2009).

El elevado nivel de cenizas del cangrejo (Tabla Il) se ve reflejado tanto en la glandula digestiva
como en el musculo, siendo ésta la unica diferencia en cuanto a macronutrientes identificado en el
grupo de mayor crecimiento. No se encontraron diferencias estadisticas en contenido lipidico y
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proteico en la glandula digestiva independientemente de tratamiento, pero si en el musculo (Tabla
II1) y podria estar relacionado con el mayor crecimiento de la dieta control.

Tabla |: Peso inicial, IDE, IPD e IC durante 4 semanas

Boga descarte Control Pienso BD
Peso Inicial (g.) 4031128 4224122 411114
IDE (%/dia) 4.2+0.52 5.9+0.40 4.7+0.52
IPD (g./dia) 10.8+3.720 18.245.7° 5.5+1.82
IC 2.1+0.32 2.0+0.32 4.0£0.6°
Supervivencia (%) 75425 92+14 92+14
Tabla Il: Macronutrientes (%) en peso seco de las dietas.
DIETAS Boga descarte Cangrejo Pienso BD
Lipidos PS 14.8+£3.20 5.1£0.62 27.8+2.1c
Proteinas PS 78.0£2.9 81.9+4.9 57.6%2.02
Cenizas 1.3+0.12 2.1%0.1¢ 2.240.1¢
Humedad 73.5+0.82 80.4+0.1c 77.7£0.6°
Tabla Ill: Macronutrientes (%) en peso seco de musculo y glandula digestiva.
Boga descarte Control Pienso BD
o Lipidos PS 4.6+0.40 3.2+0.4a 3.2+0.22
3 Proteinas PS 91.4+3.20 85.3+2.1a 86.4+2.92
S | Cenizas 1.640.10 1.940.1¢ 1.240.1a
Humedad 81.8+1.3 80.0+1.22 80.7+0.4a0
o | Lipidos PS 41.1+5.1 33.319.6 36.7+4.6
3 % Proteinas PS 57.9+8.7 58.6+9.8 53.945.6
5 S, | Cenizas 1.1£0.1 2.020.1c 1.540.10
© S | Humedad 59.6+3.32 58.0+3.42 66.7+3.9°

Fig. 1: Cangrejo Pon‘unupelagicus
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Fig. 2: Pienso elaborado con filetes de boga de descarte
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Fig. 3: Evolucion del peso a lo largo del periodo de estudio

Conclusiones.

e Lamayor ingesta y crecimiento observado en el tratamiento control, a diferencia de pulpos de mayor
talla, sugiere diferentes requerimientos nutricionales en ejemplares de 400 g.

e La elevada disgregacién del pienso BD pone de manifiesto la necesidad de mejorar las
caracteristicas fisicas del pienso de esta especie.

e  Se recomienda sembrar pulpos de tallas similares para reducir la mortalidad.

e El cangrejo presenta un mayor nivel de cenizas que las otras dietas, hecho que se ve reflejado tanto
en musculo como en la glandula digestiva.
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2.3.2.6. Utilizacion de cangrejo como atractante y empleo de harinas en un
pienso de boga de descarte para pulpo comin Octopus vulgaris.

ICCM, C.A. de Canarias.

Introduccion.

El pulpo comun es una de las especies con mayor potencial para diversificar la acuicultura marina
(Iglesias et al., 2004). El engorde de juveniles salvajes en jaulas flotantes ha dado resultados prometedores
(Socorro et al., 2005; Rodriguez et al., 2006) y es una actividad implementada a nivel industrial en Galicia
desde 1999, utilizando descartes de la pesca comercial como alimento. Sin embargo, la falta de un pienso
especifico para Octopus vulgaris limita la rentabilidad del cultivo de esta especie (Garcia Garcia y Cerezo
Valverde, 2006). El presente trabajo, partiendo de un pienso experimental a base de boga (Boops boops)
procedente de descartes de acuicultura, pretende evaluar si la inclusion de un 10% de cangrejo mejora la
aceptacion de la dieta, aumentando la ingesta y el crecimiento del pulpo comun. Por otro lado, se evalud la
aceptacion de una dieta fabricada a partir de harinas de las materias primas mencionadas, y su efecto sobre
el crecimiento y la supervivencia.

Material y Métodos.

En la elaboracién de las dietas humedas se utilizé unicamente filete de boga de descarte y partes
blandas de cangrejo. Las harinas, por otro lado, se elaboraron a partir de materias primas enteras,
desecadas a 40°C durante 24 horas y finalmente molidas. Se elaboraron 4 dietas:

Pienso BD (elaborado unicamente con boga descarte),

Pienso H (harina de boga descarte y harina de cangrejo Grapsus grapsus),
Pienso BP (boga de descarte y cangrejo Portunus pelagicus) y

Pienso BM (boga de descarte y cangrejo moro G. grapsus).

o=

Como control se utilizd una dieta con 40-60% boga descarte-cangrejo P. pelagicus, troceados. Cada
dieta fue evaluada durante 8 semanas sobre 4 pulpos macho, mantenidos en tanques compartimentados
(400 | por compartimento). La temperatura y oxigeno medio fue 18.4+0.4°C y 7.1+0.2 ppm respectivamente.
Para la elaboracion de los piensos se utilizo el aglomerante Pokel Merls y Pokel Cals (Productos del Sur, S.
A., Murcia), adaptando el protocolo establecido en Cerezo et al. (2008) a las caracteristicas de las materias
primas empleadas en nuestros ensayos. La dosis diaria de pienso fue presentada en raciones de 6x6x6+1
cm. Se calcularon los siguientes parametros: incremento de peso diario (IPD=(Ps-Pj)/t), ingesta diaria
estandar (IDE=AI*100/(t*(P«~Py)), indice de conversién (IC=Al/(Ps-P;)), donde “Ps" es peso final, “Pi" es peso
inicial, " es n° de dias y “Al” es alimento ingerido en g. La mortalidad se evalu6 diariamente.

Se realizo andlisis de macronutrientes en las dietas, asi como el efecto de los mismos en musculo y gléandula
digestiva de los pulpos alimentados con los diferentes tratamientos.

Resultados y Discusion.

Bajo las condiciones descritas, la inclusion de un 10% de cangrejo respecto al pienso de boga de
descarte no mejoré la aceptacion del pienso, sin afectar significativamente la ingesta y el crecimiento de los
ejemplares. El pienso fabricado a base de harinas gener6 un crecimiento negativo (Figura 1) y fue el Unico
que gener6é mortalidad durante el periodo de estudio. No hubo diferencias estadisticas entre las otras dietas
experimentales y la dieta control en ningiin parametro evaluado (Tabla I). En el caso de los piensos
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fabricados con materias primas himedas los crecimientos fueron similares a Cerezo Valverde et al. (2008) y
Quintana et al. (2008). A nivel de macronutrientes la inclusion de cangrejo no afect6 a la composicion de las
dietas, salvo en el caso del contenido proteico y de cenizas del pienso H (Tabla Il). Al igual que en el
experimento del apartado 3.3.2.4, la glandula digestiva refleja el perfil lipidico de las dietas mientras que la
composicion del musculo se mantuvo méas estable (Tabla ll). La dieta control gener6 un pobre crecimiento,
quizas provocado por los valores de temperatura del agua anormalmente bajos durante el periodo de
estudio, que podria haber afectado a los parametros biol6gicos evaluados.

Tabla I: Crecimiento y supervivencia en los diferentes tratamientos

Pienso BD Pienso H Pienso BP Pienso BM Control
Peso Inicial (g.) 1002+241 9841145 962475 9464185 970+150
Peso final (g.) 14953080 827+1642 1342416120 1381+310a0 1430+163a0
ID (g./dia) 3543 2849 2945 3416 28+10
IPD (g./dia) 8,8+2b -1,9+1,00 6,8+1,6° 7,8+2,4p 8,2+1,50
IC 3,5+0,7 - 3,7£0,5 4,0+1,2 2,840,5
DGl (%) 3,84£0,4 1,6£0,9 3,3£0,1 3,5+1,1 3,0¢1,0
Supervivencia (%) 100 75 100 100 100

—4#—Pienso BD —M—PiensoH —4—Pienso BP —==—Pienso BM ——Control

1550
1450
1350
1250
1150
1050
950
850
750

Peso (g.)

Inicial 1 2 3 4 5 6 7 8
Semana

Fig. 1: Evolucién del peso (g.) en el ensayo.
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Tabla Il: Macronutrientes (%) en peso seco de las dietas.

Pienso BD Pienso H Pienso BP Pienso BM dfs(z;%arte Cangrejo
Lipidos PS (%) 27.7+0.50c 28.2+2.6bc 30.0+2.5¢ 31.63.6 22.2+6.8 7.6£0.72
Proteinas PS (%) 54.2+1.1b 39.8+2.22 56.4+2.20 52.7+3.7 77.446.7¢ 86.8+3.2¢
Humedad (%) 77.5+0.3¢ 76.2+0.7° 77.50.7bc 77.4+1.30c 72.942.02 79.5+0.1¢
Cenizas (%) 2.340.2¢ 4.440.3¢ 2.240.1¢ 2.1£0.1¢ 1.1£0.22 1.8+0.10
Tabla Ill: Macronutrientes (%) en peso seco de musculo y glandula digestiva.
Pienso BD Pienso H Pienso BP Pienso BM CONTROL
o  Lipidos PS (%) 3.4+0.52 4.240.3b 4.340.6 3.6£0.8e 3.1£0.62
3 Proteinas PS (%) 88.6+3.1b 89.2+3.20 82.6+2.9 81.0+3.42 83.1+9.620
é Humedad (%) 81.9+0.720 82.2+1.00 80.9+1.12 81.4+1.5% 84.0£2.70
Cenizas (%) 1.740.1a 1.6+0.1a 1.7£0.12 1.840.22 2.240.2b
o  Lipidos PS (%) 44.8+4 4p 2194572 50.745.3 50.3+10.5° 52.4+8.3
3 £ Proteinas PS (%) 46.445.3 60.8+3.7¢ 36.2+6.22 37.518.720 36.9+6.52
3 8, Humedad (%) 61.1£2.1 75.243.9¢ 58.4+3.8 60.2+2.00 53.3+2.62
© S Cenizas (%) 1.740.1b 1.840.3 1.340.1a 1.3£0.12 1.440.12

En base a estos resultados, las especies de cangrejo y las proporciones ensayadas no
incrementaron la apetencia por del pienso del pulpo comdn, lo que plantea la necesidad de
profundizar en la busqueda de atractantes para el desarrollo de piensos en esta especie.
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2.3.2.7. Pruebas de aceptacion de dietas en colaboracion con otros grupos de
investigacion.

ICCM, C.A. de Canarias.

En colaboracidn con otros grupos de investigacion se ensayaron experiencias conjuntas con
piensos elaborados por otros grupos, en concreto de dietas enviadas por ETPP (Galicia) e IMIDA
(Murcia). Las dietas experimentales se suministraron durante 1 semana, valorandose la aceptacion
de forma cualitativa segun la escala: Nula (No capturan la dieta); Sélo visual (Capturan la dieta pero
la sueltan nada mas probarla); Sub-6ptima (Capturan la dieta pero al intentar ingerirla la disgregan,
sin generar heces o en muy poca cantidad); Optima (Capturan e ingieren la dieta sin disgregarla y
generando heces).

Se ensayaron 6 dietas en paralelo (5 de Galicia y 1 de Murcia) con el sistema de los
compartimentos, 4 pulpos machos en tanques compartimentados (400 | por compartimento). El
periodo de aclimatacion fue de 3 semanas y la prueba de aceptacion de 1 semana. La temperatura
y oxigeno medio fue 21,2°C y 6,6 ppm respectivamente.

Los resultados de aceptacion, crecimiento y supervivencia se describen en la tabla | y II.

Tabla I: Resultados de aceptacion de los piensos de Galicia (junio 2008).

Lirio-Mejillén Ensilados
50-50% 80-20% 100-0% Meiillén Lirio
Peso Inicial (g.) 1833 + 600 1935 + 424 1695 + 653 1905 + 304 1974 + 387
IPD (g./dia) 91+ 58 -84 + 53 98 + 46 -49 + 16 82+ 17
Ingesta diaria (g.) 0 0 21126 0 0
Aceptacion Nula Visual-Nula Visual-Subdpt. Nula Nula
Caracteristicas Buen aspecto fuera del agua, pero elevada disgregacion Muy blando, tras 24 horas en

tras manipulacion del pulpo. Se hidrata tras 24 horas en
agua y flota (sobre todo los que incluian mejillon), cosa que
dificulta su aceptacion si no es capturado inmediatamente.

fisicas del pienso

agua tipo “paté”... sin embargo
presenta una flotabilidad negativa
ideal.

Tabla II: Resultados de aceptacion del pienso de Murcia (junio 2008).

Peso Inicial (g.) 1801+ 789
IPD (g./dia) 94 +8
Ingesta diaria (g.) 19+4
Aceptacion Suboptima-Optima

Caracteristicas fisicas pienso

Excelente textura incluso tras 24 horas en agua, aunque se observa una

cierta disgregacion. Problema: el pienso flota lo que dificulta su aceptacion.
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Conclusiones generales.

ICCM, C.A. de Canarias.

Como conclusiones generales podemos resumir que la linea inicial de trabajo empleando el
Alginato como aglutinante principal para el pienso en pulpo, llevé tras la colaboracién con otras
comunidades a un protocolo de actuacion en la elaboracion de una adecuada formulacion, y la
busqueda de un atractante en la elaboracion de un pienso para pulpo Octopus vulgaris. De este
modo se establecio un protocolo de elaboracion de pienso empleando productos como pokel merl 'y
pokel cals, ajustando la humedad de la mezcla final.

Tras partir de un protocolo consensuado en la elaboracion del pienso se avanzd en la
eleccion del sistema de cultivo individualizado para suministrar estos piensos. A partir de aqui si se
observaron diferencias significativas positiva en el sistema de cultivo por compartimento
individualizados frente a los acuarios. Se considerd el comportamiento territorial y de competitividad
que presentan los animales en un tanque comun, pero aislado, como un factor positivo que incita a
un instinto natural de supervivencia y crecimiento. Como consecuencia y tras estos valores se
considero el cultivo en compartimento mas adecuado frente a urnas individuales y con frontal de
cristal.

Por otro lado en sistemas comunes, se recomienda sembrar pulpos de tallas similares para
reducir la mortalidad.

En el empleo de los productos de descarte como base para la elaboracién de una dieta
humeda, se determind que el mayor contenido lipidico de las dietas de origen de descartes
confieres a estas dietas un mayor nivel energético y posiblemente esté relacionado con el mayor
crecimiento generado por estos tratamientos, respecto a las dietas de origen salvaje. Este hecho
plantea nuevas hipdtesis sobre los requerimientos nutricionales de esta especie, tradicionalmente
considerada de metabolismo proteico. Los resultados de marconutrientes de musculo de pulpo
mostraron un mayor nivel proteico en los ejemplares alimentados con boga de descarte lo que
sugiere un mayor aprovechamiento de las proteinas dietéticas cuando el nivel de lipidos es elevado.

El contenido lipidico de la glandula digestiva refleja el de las dietas y lo mismo sucede con
los acidos graso. Por otro lado, el nivel de lipidos en musculo es mas estable.

El perfil de &cidos grasos presentd patrones diferentes segun origen salvaje o de descarte,
destacando el elevado contenido en &cido oleico y linoleico de las dietas de descarte.

Las experiencias realizadas con diferentes tallas, sugiere diferentes requerimientos
nutricionales en ejemplares de 400 g, y por otro lado la elevada disgregacion del pienso realizado
con bogas de descarte pone de manifiesto la necesidad de mejorar las caracteristicas fisicas del
pienso de esta especie.

En base a estos resultados, las especies de cangrejo y las proporciones ensayadas no
incrementaron la apetencia por del pienso del pulpo comun, el cangrejo presentoé un mayor nivel de
cenizas que las otras dietas, hecho que se ve reflejado tanto en musculo como en la glandula
digestiva, lo que plantea la necesidad de profundizar en la busqueda de atractantes para el
desarrollo de piensos en esta especie.
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Como resumen de estas experiencias, se ha logrado obtener crecimientos similares en
dietas elaboradas, frente a dietas frescas, y en ellas el empleo de restos de descartes de la
acuicultura ha permitido alcanzar valores similares a los proporcionados por dietas naturales. La
evolucion en los sistemas de cultivo individual también ha aportado importantes avances en el
entendimiento del metabolismo de esta especie, demostrando la importancia energética que
conlleva la ingesta de lipidos en el pulpo.
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2.3.3. Experimentos desarrollados en el IMIDA., C.A. de Murcia.
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2.3.3.1. Crecimiento y eficiencia de alimentacion del pulpo de roca alimentado
con dos dietas formuladas.

IMIDA, C.A. de Murcia.

Se elaboraron dos piensos artificiales diferentes empleando como aglomerantes gelatina
(pienso G) o alginato (pienso A), y cuya composicion porcentual se presenta en la Tabla 9. Para la
elaboracion del primero la gelatina se disolvié en agua destilada en frio con ayuda de un agitador
magnético. Posteriormente se le afadio el pescado (Boops boops) y el langostino (Hymenopenaeus
muelleri), previamente triturados y limpios de espinas o caparazones, mezclandose todo con una
batidora. La mezcla resultante se calent6 al bafio maria hasta 80 °C mientras se homogeneizaba
periddicamente. Finalmente se afiadié en un molde de aluminio y se introdujo en el frigorifico
durante 24 horas para que gelificara.

Para la elaboracion del pienso A se prepar6 una papilla de alginato, mezcléandose con el
pescado y el langostino con la ayuda de una batidora. Posteriormente se adicion6 una disolucién de
calcio para endurecer la mezcla. Después de homogeneizar el preparado se afiadio en un molde de
aluminio y se introdujo 24 horas en frio a 4 °C. Finalmente, ambos piensos se cortaron en trozos
cuadrados de unos 3 x 3 cm y se congelaron hasta su uso (ver Figura 2).

La estabilidad de ambos piensos en agua se valoré determinando el peso de cinco
muestras antes y después de introducirlas en agua durante 4 y 24 horas. Con los datos obtenidos
se calcularon para cada uno de los piensos los valores medios de los dos indices siguientes:

VP (%) = (Pf-Pi)/Pi*100, que expresa la variacion del peso del pienso en porcentaje
después de sumergirlo en el agua, y donde Piy Pf representan el peso de la muestra de
pienso antes y después de sumergirlo, respectivamente.

F = Pi/Pf, que representa un factor de correccion. El peso del pienso no ingerido fue
multiplicado por este factor de correccion para tener en cuenta la absorcién de agua o la
disgregacion con el fin de estimar el cambio en el peso.

Tabla 1. Composicion porcentual de los ingredientes de los dos piensos experimentales.

Pienso/Ingrediente  Gelatina' Agua Alginato?  D. Calcio®  Boga* Langostino*
G 10 40 - - 40 10
A - - 30 10 50 10
Gelatina Bloom 220*

2Papilla de Alginato. Contiene 62,5 g de POKEL MERL* en 1 litro de agua destilada.
3Disolucion de Calcio. Contiene 1 g de POKEL CALS* en 10 ml de agua destilada.
“Porcion comestible

*Proporcionado por Productos Sur, S.A. (Pol. Ind. Oeste, San Ginés, Murcia).
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Disefo experimental

Se ensayaron durante cuatro semanas las dos dietas artificiales que emplearon como
aglomerantes gelatina (grupo G, N=5) o alginato (grupo A, N=5), asi como una tercera dieta control
a base de cangrejo (grupo C, N=4). Todas se administraron seis dias a la semana a saciedad a
primera hora de la mafiana (9:00), recogiéndose el alimento sobrante a Ultima hora (13:00-13:30) en
el caso de las dietas A y G, y a la mafiana siguiente para la dieta C, debido al mayor tiempo
requerido para extraer la carne del cangrejo. El alimento sobrante se secd y peso6 para calcular la
ingesta diaria.

Métodos analiticos

La composicion corporal (humedad, proteina, lipidos y minerales) fue analizada en 5 pulpos de
peso similar (control inicial) a los usados en el experimento y en todos los pulpos al final del
experimento. Con este fin, los animales excluyendo la glédndula digestiva (EDG), y la glandula
digestiva (DG) fueron picados y ftriturados de forma separada hasta obtener una mezcla
homogénea. Posteriormente, la composicion corporal total (TBC) fue calculada a partir de los
valores de EDG y DG de acuerdo a la ecuacion:

-TBC (%) = (EDGW*(EDG/100) + DGW*(DG/100) / (BW)*100, donde TBC, EDG y DG son
respectivamente los porcentajes del macronutriente en el animal completo, el animal sin la
gléndula digestiva y en la glandula digestiva; BW, EDGW, DGW son respectivamente los pesos
del animal sin la gléandula digestiva, de la glandula digestiva y del animal completo. La
composicion de la dieta artificial y de la porcidn comestible del cangrejo también fue analizada.

-Humedad: Mediante estufa de desecacion a 105+1°C hasta peso constante. (AOAC, 1997;
Método n°. 930.15).

-Grasa bruta: Se determinara mediante extraccidén con éter etilico en un extractor SOXTEC
AVANTI 2058 (AOAC, 1997; Método n°® 920.39).

-Minerales totales: Por incineracién en horno Mufla a 450+£2°C hasta peso constante (AOAC,
1997; Método n° 942.05).

-Proteina bruta: Se determinara por el método de Kjeldahl, utilizando un catalizador comercial.
Para la transformacion del nitrogeno en proteina se utilizara el factor 6,25. (AOAC, 1997;
Método n°. 954.01).

Parametros calculados y analisis de los datos:

Con los datos obtenidos se obtuvieron los siguientes indices: Wi = Peso medio inicial; Wf =
Peso medio final; WI = Incremento de peso; AFR = Tasa de Alimentacion Absoluta (alimento
ingerido / n° dias); SFR = Tasa de Alimentacion Relativa (alimento ingerido/((Pi+Pf)/2)*100; APFR =
Tasa absoluta de alimentacion de proteina = IP/t; ALFR = Tasa absoluta de alimentacion de lipidos
(IL/t); AGR = Tasa de Crecimiento Absoluto (Incremento de peso / n° dias); SGR = Tasa Especifica
de Crecimiento ((Ln(Pf) - Ln(Pi)) * 100 / n® dias); FE = indice de Eficacia Alimentaria (AP*100/
Alimento ingerido); FCR = indice de conversion (Alimento ingerido*100/AP); PPV = Valor productivo
de la proteina (prot. retenida*100/ prot. consumida); LPV = Valor productivo de la grasa (grasa.
retenida*100/grasa consumida); P/E = Relacion energia/proteina (g/MJ); DGI = indice de la glandula
digestiva ((DGW/Wf)*100); donde Wf = Peso final en g; Wi = Peso inicial en g; Wa = Peso medio
entre muestreos en g; t = tiempo en dias; IF = alimento ingerido en gramos (alimento suministrado-
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alimento sobrante*F, con valores de F de 1,14, 0,99 y 1 para las dietas G, Ay C, respectivamente);
IP proteina ingerida en g; IL ingested lipid in g; DGW = peso de la glandula digestiva. Para analizar
la variacion en la ingesta diaria y a lo largo de todo el experimento se calcul6 la tasa instantanea de
alimentacion dia a dia (IFR). IFR se obtuvo como los g de alimento consumido por pulpo y dia
usando el peso corporal estimado a partir de SGR para ese animal.

El efecto de las distintas dietas sobre los indices se analizd con el ANOVA de una via y la
significacion de las diferencias de los valores medios de los indices se analizo con el test de Tukey
HSD para numeros desiguales de muestras. Se llevo a cabo una transformacion en logaritmos
neperianos de los indices y porcentajes antes del ANOVA.

AR/ 7 ~ /L ,\:ﬁ:“.» B TEe b Al
Figura 1(A-B). Imagenes del proceso de elaboracion del pienso y
apariencia final.

Resultados

Ambos piensos presentaron una textura firme antes de introducirlos en agua. No obstante,
el pienso G perdio un 11,8 % de su peso y el A gand un 0,37 % después de 4 horas de introducirlos
en el agua resultando en una mayor estabilidad del pienso que contiene alginato como aglomerante,
asi como mayor aceptabilidad por parte de los pulpos. Cuando los piensos permanecieron 24 horas
en agua estas diferencias se acentuaron, de forma que el pienso G lleg6 a perder aproximadamente
un 19 % de su peso, adquiriendo una textura blanda y dificilmente manipulable por los animales. Sin
embargo, el pienso A permanecié estable conservando la firmeza inicial en su textura (ver Tabla
10).

Tabla 2. Resultados de la prueba de estabilidad en agua para los piensos G y A.

Pienso 4 horas en agua 24 horas en agua

VP (%) F? VP (%) F?
G(N=5) -11,88 1,14 -18,75 1,25
A (N=5) 0,37 0,99 2,08 0,98

Wariacion media del peso del pienso en porcentaje después de sumergirlo en agua
2Factor de correccion para el calculo de la ingesta real

Ambos piensos presentaron una humedad entre el 70 y 75 %, por lo que se pueden
considerar piensos humedos. La diferencia principal entre el pienso G y A es el mayor contenido en
proteina, energia y relacion P/E del primero (Tabla 11), asi como la forma de elaboracion. En
comparacion con el cangrejo, las diferencias principales estriban en el mayor contenido energeético
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de ambos piensos, asi como mayores porcentajes de grasa, alcanzando casi un 10 % en el pienso
A. El porcentaje de proteina del pienso G (21,29 %) duplico a las dietas restantes.

Tabla 3. Composicion de cada dieta en peso humedo.
Dieta Humedad Proteina Grasa Cenizas  M.E.L.N. Energia P/E

(%) (%) (%) (%) (%) (kJ100g)  (g/MJ)
G 7133 21,29 6,46 0,80 0,12 756 28,17
A 74,28 11,31 9,47 2,62 2,32 674 16,78
C 80,94 11,92 249 343 1,22 399 29,91

'Material extraible libre de nitrégeno

Al inicio del experimento no existieron diferencias significativas entre los pesos medios de
los distintos grupos. Los dos grupos G y A aceptaron el pienso suministrado, crecieron y generaron
una cantidad significativa de heces, registrandose una supervivencia del 100 % para todos los
grupos experimentales. Los animales alimentados con cangrejo presentaron de forma significativa
los mejores indices de crecimiento (WI, AGR y SGR) asi como las mayores tasas de ingesta, siendo
significativas para la AFR y APFR respecto de los grupos Ay G, y ademas para la SFR respecto de
este Ultimo grupo (Tabla 12). El grupo A duplicé la ALFR (2,6 g/d) respecto del grupo C (1,2 g/d)) y
triplico a la del grupo G (0,7 g/d). El grupo alimentado con cangrejo también mostrd los mejores
indices de aprovechamiento nutritivo de la dieta (FE, FCR, PPV y LPV), incorporando a su peso el
34 % del alimento ingerido, seguido del grupo A (22,5 %) y finalmente del G (16,1 %), el cual mostré
los peores resultados. Entre los grupos C y G las diferencias fueron significativas para los cuatro
indices de aprovechamiento nutritivo calculados, sin embargo, entre los grupos C y A sélo existieron
para el caso concreto del LPV. A diferencia de los grupos C y A, que mostraron valores positivos del
PPV (49, 0 y 28,5 %, respectivamente) y LPV (23,6 % y 1,6 %, respectivamente), los animales del
grupo G mostraron valores negativos para ambos indices (PPV =-5,3 %; LPV = -7,6 %). De forma
similar, los valores de DGI también fueron inferiores en el grupo G (3,4 %) respecto de los grupos C
(5,0%) y A (4,2 %), aunque las diferencias no llegaron a ser significativas (Tabla 12).

Las diferencias principales en la composicion nutritiva de los distintos grupos
experimentales se deben al contenido en agua y lipidos (ver Tabla 13). La humedad de los animales
oscild entre el 78,3 y 80,8 %, siendo significativamente inferior en aquellos alimentados con
cangrejo (P<0,001). Estas diferencias se acentian a nivel de la glandula digestiva, con valores del
57,2 % en el grupo C y de hasta el 73,0 % en el G. El contenido lipidico mostré un patron inverso al
de humedad, de forma que los animales alimentados con cangrejo duplicaron el porcentaje de grasa
del control inicial y del grupo A, tanto nivel de la glandula digestiva (15,01 % frente a 7,03 % y 6,41
%, respectivamente) como al considerar la composicion corporal global (0,90 frente a 0,45y 0,49 %,
respectivamente). Los animales alimentados con el pienso G mostraron en ambas fracciones los
niveles mas bajos de lipidos en comparacion con los grupos restantes (1,27 % para la glandula
digestiva y 0,29 % para la TBC). No existieron diferencias significativas en el porcentaje de grasa de
la fraccién EDG (P>0,05).
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Tabla 4. Valores medios y desviacion estandar de cada indice para cada uno de los
grupos experimentales

Grupo C G A ANOVA

N 4 5 5

Wi (g) 819+1492  852+105° 81041572 ns
Wit (g) 1257£150%  903+92° 979+165° P<0,01
WI(qg) 4384382 51+28P 169+68¢ P<0,001
AFR (g/dia) 48,0+2,8°  11,3+£2,6° 27,1£54¢ P<0,001
APFR (g/dia) 5.7+0.32 2.410.6° 3.1£0.6° P<0,001
ALFR (g/dia) 1.2+0.12 0.7+0.28 2.6+0.5 P<0,001
SFR (%) 4,7+0,5° 1,3+0,3° 3,1+0,82 P<0,001
AGR (g/dia) 16,2+1,4° 1,9+1,0° 6,3+2,5¢ P<0,001
SGR (%) 1,6+0,3? 0,240,1° 0,740,3¢ P<0,001
FE (%) 34,0£3,82 16,1x7,4> 22,5450 P<0,01
FCR 3,0£0,42 7,1£2,6° 4,611,280 P<0,05
PPV 49,0£6.72  -5.3+20.8°  28,5+9.32 P<0,05
LPV 23,6+£35%  -7,648.3° 1,6+1.4¢ P<0,05
DGI (%) 5.0+0.32 3.4+1.12 4.2+0.52 ns

n.s. = no significativo (P>0.05); *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001

Los porcentajes de proteina de las distintas fracciones analizadas oscilaron entre un 14,78 y
16,27 % en la composicion global, entre un 14,68 y 16,07 % para la fraccion EDG y entre un 18,12y
21,85 % en la GD. No existieron diferencias en los porcentajes de proteina considerando la TBC y
EDG, sin embargo, a nivel de la glandula digestiva, los animales alimentados con el pienso G
mostraron valores significativamente inferiores respecto del control inicial (P<0,05), sin que
existieran diferencias con los grupos restantes.

El porcentaje de minerales en la composicion corporal global vario entre un 1,99 % en el
grupo C y un 2,36 % en el control inicial, con diferencias significativas entre este ultimo y los grupos
C y G. No existieron diferencias en el porcentaje de minerales ni en el MELN de los distintos grupos
experimentales (C, G y A) para ninguna de las fracciones analizadas.

Discusion

En el presente estudio se han obtenido resultados novedosos en cuanto a la elaboracion de
un pienso humedo artificial que ha sido aceptado por el pulpo comun, originando un crecimiento y
aprovechamiento nutritivo significativos. Estos resultados contrastan con estudios previos que
revelan la dificultad de los cefalépodos para aceptar dietas artificiales (Lee et al., 1991; Castro et al.,
1993), incluido el pulpo de roca (O'Dor et al., 1984), y en caso de ser aceptadas se observron bajas
tasas de ingesta respecto de los controles que consumieron una dieta natural, ademés de un pobre
o nulo crecimiento (Tabla 14) y, en ocasiones, elevada mortalidad (Castro et al., 1993). No obstante,
la produccidn cientifica sobre esta linea de investigacion es aun escasa - sobre todo en
comparacion con la produccidn cientifica en peces -, razon por la cual el estudio de la palatabilidad y
composicion nutricional de estos piensos se encuentra todavia en una fase incipiente.
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Tabla 5. Composicion corporal global en peso humedo (TBC), excluyendo la gldndula digestiva (EDG) y de la

glandula digestiva (DG) de cada grupo experimental.

Grupo Inicial (N = 5) C(N=4) G(N=5) A(N=5  ANOVA

TBC!
Humedad 79,860,472 7831:0,77> 80,84 + 0,852 79,78+053"  P<0,001
Proteina 1579+0,63  1627+0,85a 14,78 +1,05a 15,61£047%  ns
Lipidos 0,450,092 090£0,10b  0,29+0,09a 049:0,09c  P<0,001
Cenizas 2,36+0,07a 19940110 2,02+0,13b 2,140,10ab  P<0,01
NFE2 1,52+0,54a 2,53 +0,65a 2,06 +0,82a 198+0,40°  ns

EDG
Humedad 80,69+050ab  7941+075a  81,11+080b  80,38+050ab  P<0,05
Proteina 15524¢0,70a 16,07 +0,87a 14,68 +1,09a 1546052  ns
Lipidos 0,16:0,05a 0,16 +0,12a 0,26 +0,08a 0,23£0,05  ns
Cenizas 2,39+0,07a 200£0,11b  2,02+0,14b 214+0100  P<0,01
NFE2 1,23+0,57a 2,35 + 0,64a 1,93 +0,88a 178+043*  ns

DG
Humedad 61,09+167a  57,20£0,69 73,00+ 1,58¢ 66,032,454  P<0,001
Proteina 2185¢172a  2024+077ab  18,12+154b  18,96+2,00ab  P<0,05
Lipidos 7,03+2,08a 1501 +141b  1,27+0,38c 641£2,362  P<0,001
Cenizas 1,75+0,25a 1,74 +0,16a 2,11 +0,34a 2044028  ns
NFE? 8,27+0,76a 581+ 1,59 5,50 + 2,15a 6,56:1,41a  ns

En la Figura 3 se comparan la AGR, AFR y FE obtenidos con las tres dietas suministradas
en el presente estudio con los valores estimados segun Garcia Garcia y Aguado (2002) y Aguado y
Garcia Garcia (2002) para ofras dietas naturales empleadas en condiciones experimentales
similares. El grado de aceptabilidad del pienso A ha sido similar al mostrado cuando se suministra
pescado (sardina o boga), con valores de AFR que oscilan entre 23 y 27 g/dia. No obstante los
resultados obtenidos con dietas a base de cangrejo o crustdceos pueden duplicar o triplicar estos
valores (48-69 g/dia), lo que se traduce también en una mayor ingesta de proteina (5,7 g/d para el
grupo Cy 3,1 para el A). El resultado es un crecimiento en los animales alimentados con crustaceos
(16-17 g/d) que duplica a los alimentados con el pienso A (6-7 g/d) o con pescado (8-9 g/d). En
principio, este echo no puede atribuirse a un mal aprovechamiento nutritivo de estas ultimas, puesto
que no existieron diferencias significativas en el |[EA de animales alimentados con crustaceos (25-34
%) respecto de los alimentados con el pienso A (23 %), siendo el pescado bajo en grasa (Boops
boops) el que ofrece los mejores resultados (41 %). El aprovechamiento de la proteina tampoco
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parece ser responsable de las diferencias en el crecimiento, con valores del PPV del 28-49 %
cuando se suministran crustaceos, 33 % para una dieta mixta a base de pescado y cangrejo, 36 %
para el pescado y del 28 % para el pienso tipo A (valores del PPV de acuerdo con Garcia Garcia y
Cerezo Valverde, 2006). Por lo tanto, la gran diferencia parece ser la cantidad de alimento ingerido
al suministrar crustaceos u otro tipo de alimento, coincidiendo en esta observacién numerosos
trabajos previos (Cagnetta y Sublimi, 2000; Aguado and Garcia Garcia, 2002; Garcia Garcia y
Cerezo Valverde, 2006). En este sentido, la humedad y texturas, sustancias quimicas/atrayentes, la
composicion nutritiva o incluso formas de elaboracidn de los piensos son algunos de los numerosos
interrogantes que pueden jugar un papel clave y que requieren de ensayos especificos.

Tabla 6. Resumen de los pesos corporales (BW), tasa relativa de alimentacién (SFR) y tasa especifica de
crecimiento (SGR) obtenidas en distintos ensayos con dietas artificiales para cefaldpodos.

Especie Dieta BW(g) SFR(%BW') SGR(%BW') Referencias
Octopus bimaculoides Pellets camaron 125 53 -10.5 1
Octopus bimaculoides Surimi (sabor cangrejo) 125 0.2 -0.5 1
Octopus bimaculoides Pellets pollo 125 27 -6.8 1
Sepia officinalis Pellets peneidos 420 1-3 0.0-0.6 1
Octopus vulgaris Pellets peneidos >250 Palatable  Sin crecimiento 1
Sepia officinalis Surimi (pescado) 75 39 0.54 2
Sepia officinalis Pellets (camaron) 75 1.0-3.0 0.33 2
Sepia officinalis Surimi (purificada) 106 2453 -0.26-0.33 3
Sepia officinalis Surimi (suplementado) 322-451 2.6-2.8 -0.02-0.30 4
Octopus maya Pellets secos 472 28 0.0 5
Octopus maya Pellets (pasta calamar) 486 Palatable -0.08 6
Octopus vulgaris Pellets himedos (tipo A) 810 31 0.7 7
Octopus vulgaris Pellets himedos (tipo B) 852 1.3 0.2 7

*(1) Lee et al., 1991; (2) Castro et al., 1993; (3) Castro et al., 1994; (4) Domingues et al., 2005; (5)
Domingues et al., 2007; (6) Rosas et al., 2007; (7) Presente estudio.

B C (presente estudio) [0 G (presente estudio)  H A (presente estudio)
'S (estimado) B (estimado) & Cr (estimado)
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Figura 3. Comparacion de la AGR, AFR y FE obtenidos con las dietas suministradas en el presente estudio
(C = Cangrejo; G = Gelatina; A = Alginato) y estimados para otras dietas empeladas (S = Sardina; B = Boga;
Cr = Crustaceos) en condiciones experimentales similares (peso corporal = 1 Kg y temperatura = 18,9°C)
segun Garcia Garcia y Aguado (2002) y Garcia Garcia y Aguado (2002).
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Segun nuestros resultados, la humedad no deberia haber influido en las diferencias
observadas en la ingesta puesto que ambos piensos y el cangrejo presentaron unos niveles
parecidos, en torno al 70-80 %. Aun asi, este factor si puede haber influido en la palatabilidad de
dietas artificiales para cefaldpodos. Octopus bimaculoides rechazo pellets con una humedad del 10
% (dry mysid pelelts), sin embargo otros con una humedad del 40 % (penaeid pellets) fueron
ingeridos parcialmente, y finalmente un puré con una humedad similar al de las dietas naturales fue
aceptado con éxito (Lee et al., 1991). Posteriormente, Castro et al. (1993) registraron tasas de
ingesta inferiores al 3 % para una dieta a base de pellets con 47 % de humedad, sin embargo la de
surimi con humedad del 82 % estuvo en torno al 8-9 % BW d-1, con valores similares a la dieta
natural. También podria existir una variabilidad entre especies, observandose tasas de ingesta
elevadas en Octopus maya al suministrar piensos secos (Domingues et al., 2007). De cualquier
forma, el objetivo debe ser la elaboracion de piensos secos debido a las numerosas ventajas que
presentan, incluyendo la estabilidad en el suministro y calidad nutricional, almacenamiento y
transporte sencillo, minima manipulacion en la instalacién, menor riesgo de transmision de
enfermedades (por las altas temperaturas empleadas en el proceso de fabricacion), se conservan
bien por su bajo contenido en agua, y son altamente digestibles presentando un menor impacto
ambiental. Este ultimo aspecto es especialmente relevante en el caso del engorde de pulpo donde
el principal impacto ambiental se deriva de la porcién no comestible del alimento suministrado
(Mazén et al., 2007).

En referencia a las distintas texturas ensayadas aquellas homogéneas y flexibles se han
sugerido mas apropiadas que otras fibrilares (Castro et al., 1993). Los piensos de textura no
apropiada suelen ser disgregados en pequefios trozos y dispersados por la corriente exhalante del
sifon (Lee et al., 1991; Domingues et al., 2005; observacion personal). En ambos piensos del
presente estudio se han logrado texturas uniformes y flexibles, sin que se observaran signos
evidentes de disgregacion al manipularlo por parte de los pulpos. Sélo algunos ejemplares
disgregaron ligeramente el pienso G, lo que podria atribuirse a su menor estabilidad en agua.

Otro aspecto interesante es la inclusion de determinados saborizantes y/o atrayentes que
mejoren la palatabilidad o las propiedades organolépticas de estos piensos. Tal y como se observa
en la Figura 4 (A-B) la tasa de crecimiento guarda una relacién lineal con la tasa de alimentacion
absoluta o de proteina, independientemente de la dieta suministrada, sugiriendo que el crecimiento
puede estar ligado, ademas de las propiedades nutritivas del alimento suministrado, a la preferencia
por ingerir un alimento u otro. En este punto habria que diferenciar entre aquellas sustancias que
favorecen la captura del pienso y aquellas que favorecen su ingestion. Asi, Lee et al. (1991)
observaron como dos tipos distintos de surimi que incluian extractos naturales o artificiales de
cangrejo eran rapidamente capturados por O. bimaculoides, sin embargo, en cuanto entraban en
contacto con el animal eran rechazados. En el caso concreto de O. vulgaris el acido glutamico, la
glicina o el AMP se han mostrado atrayentes (Chase and Wells, 1986), sin embargo, queda el
interrogante de si estas mismas sustancias son capaces también de estimular la ingesta.
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Figura 4(A-B). Tasa de crecimiento absoluta (AGR) en funcién de la tasa de alimentacién absoluta (AFR) y de
la tasa absoluta de alimentacion de proteina (APFR) para las tres dietas suministradas.

Por otra parte, la composicion nutricional o incluso la forma de elaboracién podria haber
afectado a la ingesta de los piensos a largo plazo. En las tres dietas suministradas los pulpos
mostraron en los dias posteriores al ayuno IFR muy superiores respecto de los dias restantes
(Figura 5). Esta respuesta compensatoria les permite alcanzar crecimientos similares respecto de
animales que no ayunaron ningun dia a la semana (Garcia Garcia and Cerezo, 2004). No obstante,
en el caso de las dos dietas artificiales se observan dos respuestas bien diferenciadas tras el ayuno.
A pesar que en ambas se alcanzaron IFR de hasta un 4-5 % BWI/d, en el caso del pienso G la
ingesta no se mantiene y cae bruscamente incluso hasta provocar el rechazo del pienso los dias
posteriores. Por el contrario, la ingesta del pienso A se suele mantener constante al igual que lo
ocurrido cuando se suministra cangrejo y sugiriendo una diferencia entre ambos piensos. A priori, el
pienso G parecia mas apropiado nutricionalmente, presentando una relacion energia /proteina y
humedad similares al cangrejo, asi como menores niveles de grasa, lo que incluso podria haber
favorecido el aprovechamiento de la proteina (Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006). También las
texturas de ambos piensos fueron similares e inicialmente eran capturados con avidez, por lo que la
diferencia principal entre ambos piensos podria ser la forma de elaboracion. A la mezcla del pienso
G fue necesario aplicar calor para que gelificara lo que indirectamente podria haber afectado a la
calidad nutricional del pienso. La destruccidn de vitaminas, rotura de las proteinas o liberacion de
aminoacidos (Domingues et al., 2005) o incluso reacciones de Maillard (Deng et al., 2005) podrian
haber disminuido el valor nutritivo de la dieta para el pulpo. De forma parecida Castro et al. (1993)
atribuyeron la disminucion de la ingesta de surimi a largo plazo en Sepia officinalis a un cambio de
comportamiento debido a una dieta nutricionalmente deficitaria.
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Figure 5. Variacion en la tasa instantanea de alimentacion (IFR) en los tres grupos experimentales de pulpo
(C = Cangrejo; G = Gelatina; A = Alginato). Las flechas indican el dia posterior al ayuno.

Otro aspecto relevante es la influencia de la dieta suministrada sobre el estado nutricional
de los animales. Cabe resaltar las diferencias observadas en el contenido lipidico, las cuales se
pueden atribuir exclusivamente a la glandula digestiva ya que los valores observados en la fraccion
EDG fueron similares. El contenido en lipidos de la GD de los animales alimentados con cangrejo
duplicé a los grupos C y A. Esto se reflejé en una retencidn global del 23,6 % de los lipidos ingeridos
para el primer grupo y tan solo del 1,6 % para el Ultimo. Estos resultados sugieren un mejor
aprovechamiento de los lipidos procedentes del cangrejo, lo que puede venir favorecido por la
mayor digestibilidad de éstos (98 %) en comparacién con los del pescado (93 %) (Mazon et al.,
2007), como por diferencias existentes en los distintos tipos de lipidos de estos alimentos.
Resultados similares obtuvieron Garcia Garcia y Cerezo Valverde (2006) con valores respectivos
del LPV del 12,2 y 3,3 % para el cangrejo y la boga respectivamente, si bien parte de estos
resultados podrian deberse también al menor contenido en lipidos del primero lo que podria haber
favorecido su digestibilidad (Hernandez and Garcia Garcia, 2004). ). Rosa et al., (2004) observaron
en O. vulgaris que es precisamente en la glédndula digestiva donde se encuentran los mayores
niveles de lipidos, colesterol y &cidos grasos. Posteriormente, se comprobd que tanto el contenido
en lipidos de la GD como su distribucion en las diferentes clases varian con la especie y suelen ser
un reflejo de su estrategia alimentaria (Rosa et al., 2005), siendo poco probable que los lipidos
dietarios sufran modificaciones previas a su deposicion (Phillpis et al., 2001). Moltschaniwskyj &
Johnston (2006) observaron en Eupryma tasmanica que la mayoria de los lipidos presentes en la
GD eran componentes estructurales de las membranas (lipidos polares) o productos derivado de la
digestion como esteroles o acido grasos libres, con bajos niveles de lipidos de reserva. Ademas, los
animales de esta misma especie que crecieron mas mostraron también menores niveles de
esteroles en la GD sugiriendo que podrian estar siendo liberados para el crecimiento. Por lo tanto,
en el futuro disefio de dietas artificiales se deberian tener en cuenta tanto el contenido de lipidos
como sus clases. Probablemente, debido a la baja capacidad de catabolizar lipidos de los
cefalépodos (Mommsen and Hochachka, 1981; O’'Dor et al., 1984) podrian ser mas relevantes los
acidos grasos esenciales, colesterol y fosfolipidos (Rosa et al., 2005).
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De forma similar ocurrié con el contenido en proteina, con diferencias exclusivamente a
nivel de la GD. Los animales alimentados con el pienso G fueron los Unicos que mostraron menores
niveles de proteina respecto de los controles (P<0,05) asi como valores negativos del LPV. Al igual
que lo ocurrido en situaciones de ayuno, donde los cefalépodos pueden movilizar lipidos y
aminoacidos procedentes de la glandula digestiva (O'Dor et al., 1984; O'Dor and Wells, 1987;
Castro et al., 1992), seguramente una dieta deficitaria provoque un efecto similar. Resultados
previos obtenidos por Domingues et al. (2005) también demostraron en Sepia sp. alimentadas con
una dieta artificial una menor concentracién de aminoacidos en la GD, particularmente esenciales,
respecto de las alimentadas con dietas naturales, destacando también la importancia de un balance
apropiado de aminoacidos.

Los minerales también deben jugar un papel clave en las dietas artificiales. A pesar de que
no observamos diferencias en el contenido mineral de la GD se comprob6 que los controles
presentaban niveles mas altos respecto de los grupos restantes en la fraccion EDG. Resultados
parecidos observaron Garcia Garcia, con valores mayores de minerales en los controles iniciales
(2,41 %) respecto de aquellos alimentados con cangrejo o boga (2,23 %). Estos resultados se
podrian atribuir a una mayor relacién pico/peso total en los controles iniciales, los cuales son a su
vez ejemplares mas pequefios. En cualquier caso, los requerimientos de minerales en cefalopodos
son mal conocidos, aunque con evidencias de la importancia de algunos como el cobre (Castro et
al., 1993), estroncio (Hanlon et al., 1989), calcio y azufre (Villanueva y Bustamante, 2006).

Los animales alimentados con cangrejo también mostraron mayores valores del DGI
respecto de los grupos alimentados con pienso. Al igual que en Sepia (Castro et al., 1994) el DGI
podria ser empleado como un indicador del estado de condicién. De hecho, tanto en nuestros
resultados como en los de ese autor existié una correlacion positiva entre la tasa de crecimiento y
DGlI. Estos autores observaron ademas un incremento de este indice tras una realimentacion con
dietas naturales posterior al suministro de las artificiales. Moltschaniwskyj & Johnston (2006)
resaltan la importancia de tomar este indice con precaucion y en funcién de la especie considerada.

Por lo tanto, los resultados obtenidos generan un amplio abanico de interrogantes que
pueden ser claves en la aceptabilidad de estos piensos. El formato de pienso propuesto podra ser
empleado para generar otros piensos de composicion conocida y avanzar asi en el conocimiento de
los requerimientos nutritivos de esta especie.
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2.3.3.2. Efecto de la suplementacion con colesterol y complejo vitaminico-
mineral en dietas formuladas para el engorde del pulpo de roca (Octopus
vulgaris).

IMIDA, C.A de Murcia.

Se probaron seis dietas experimentales diferentes. En un primer ensayo (GE) se emplearon
tres dietas formuladas en ensayos anteriores que presentaban distintos contenidos en glutamato (0,
0,5y 2 %)y con nivel de grasa alta (11-13 %), pero en este caso suplementandolas con un 1 % de
colesterol y un 4 % de complejo vitaminico-mineral suministrado por una casa comercial. Las tres
dietas se administraron a tres grupos de entre 4 y 6 animales de 1400-1500 g de peso durante un
mes. En ninguno de los tres grupos experimentales la tasa de ingesta diaria superd el 0.5 %/dia,
observandose en todos ellos un crecimiento e indices de eficacia alimentaria negativos. Para
dilucidar cual de los nuevos ingredientes suplementados produjo el rechazo del pienso se disefid un
segundo experimento para comprobar el efecto independiente de la suplementacion con colesterol o
complejo vitaminico-mineral Con este fin se elaboraron tres dietas, todas ellas manteniendo un 2 %
en peso de glutamato, por los resultados satisfactorios que produjo en pruebas anteriores: 1) dieta
control sin suplementacion de colesterol ni complejo vitaminico (GLU2); 2) dieta suplementada con
un 1 % de colesterol (GLU2-COL); y 3) dieta con un 4 % de complejo vitaminico mineral (GLU2-
MIN). Las dietas se administraron a pulpos de 674-703 g durante 45 dias. Los resultados obtenidos
se resumen en la Tabla 12.

No existieron diferencias significativas entre las tasa relativas de alimentacion de los grupos
GLU2 (3.41 %/dia) y GLU2-COL (2.95 %/dia), sin embargo ambas fueron significativamente
superiores (P<0,05) respecto del grupo GLU2-MIN (0.51 %/dia). De igual forma sucedi6é con las
tasas de crecimiento y los indices de aprovechamiento nutritivo de la dieta, observandose valores
negativos en el grupo GLU2-MIN. El mejor crecimiento, eficacia alimentaria y valores productivos de
la proteina y de la grasa se observaron en el grupo GLU2-COL, aunque las diferencias no llegaron a
ser significativas respecto del grupo GLUZ2. En cuanto a la composicién nutritiva de los pulpos cabe
destacar el elevado porcentaje de grasa en la gléandula digestiva de los ejemplares GLU2-COL
(19.81 %) respecto de los grupos GLU2 (11.65 %) y GLU2-MIN (3.27 %), con diferencias
significativas entre grupos (P<0,05). De igual forma el contenido proteico de la glandula digestiva
también fue significativamente superior en el grupo GLU2-COL respecto de los otros dos grupos. En
cuanto a la composicion de la carcasa resalta el bajo contenido proteico del grupo GLU2-MIN (14,86
%) en comparacion con los grupos GLUZ2 (16,86 %) y GLU2-COL (16,27 %) (ANOVA, P<0,05), sin
que existieran diferencias en el contenido lipidico de esta. Los resultados obtenidos revelan por lo
tanto que la adicion del complejo vitaminico- mineral en los piensos produce rechazo, disminucion
en la ingesta y crecimientos negativos. Por el contrario la suplementacion con un 1 % de colesterol
puede estimular el crecimiento, mejorando el aprovechamiento nutritivo de la dieta y el PPV.
También provoca una mayor retencion de grasa en la glandula digestiva. En general, los
crecimientos negativos se relacionan con menores niveles de proteina en la carcasa y de grasa en
la glandula digestiva de los pulpos (ver Figuras 8 y 9).
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Tabla 1. Valores medios de cada indice para pulpos alimentados con
piensos suplementados con un 2 % de glutamato (GLU2), y ademés un
1 % de colesterol (GLU2-COL) 0 un 4 % de complejo vitaminico-mineral

(GLU2MIN).
DIETA GLU2 GLU2-COL GLU2-MIN
N 4 6 6
PI g 702.75 674.83 691.50
PF g 968.25 980.33 508.83
PM g 835.50 827.58 600.17
IP g 265.50 305.50 -182.67
TAA g/dia 28.19 24.16 3.00
TAAP g/dia 3.41 2.86 0.36
TAAL g/dia 1.95 2.61 0.26
TAR %P/dia 3.41 2.95 0.51
TCA g/dia 5.90 6.79 -4.06
TEC %P/dia 0.72 0.82 -0.69
IEA % 20.87 27.62 -141.85
IC 4.85 3.85 -0.78*
DGI % 3.64 418 1.64
HUM_GD % 64.83 54.80 76.05
HUM_R % 79.93 80.22 81.52
HUM % 79.38 79.16 81.43
GRA_GD % 11.65 19.81 3.27
GRA_R % 0.18 0.17 0.21
GRA % 0.60 1.00 0.26
PRO_GD % 16.63 18.62 16.24
PRO_R % 16.86 16.27 14.86
PRO % 16.85 16.37 14.89
CEN_GD % 1.75 1.45 2.44
CEN_R % 2.17 2.29 2.30
CEN % 2.16 2.26 2.31
MELN_GD % 5.14 5.32 2.00
MELN_R % 0.85 1.05 1.10
MELN % 1.01 1.22 1.12
PPV % 36.95 44.66 -183.28*
LPV % 3.90 6.34 -8.29*

Pl = Peso medio inicial; PF = Peso medio final; PM = Peso medio en el periodo experimental; IP = Incremento de peso;
TAA = Tasa de Alimentacién Absoluta; TAAP = Tasa absoluta de alimentacion de proteina; TAAL = Tasa absoluta de
alimentacion de lipidos; TAR = Tasa de Alimentacion Relativa; TCA = Tasa de Crecimiento Absoluto; TEC = Tasa
Especifica de Crecimiento; IEA = indice de Eficacia Alimentaria; IC = indice de conversion; DGI = indice de la glandula
digestiva; HUM_GD = Humedad de la glandula digestiva; HUM_R = Humedad en la carcasa; HUM = Humedad en el
animal completo; GRA_GD = Grasa de la glandula digestiva; GRA_R = Grasa en la carcasa; GRA = Grasa en el animal
completo; PRO_GD = Proteina en la glandula digestiva; PRO_R = Proteina en la carcasa; PRO = Proteina en el animal
completo; CEN_GD = Cenizas de la glandula digestiva; CEN_R = Cenizas en la carcasa; CEN = Cenizas en el animal
completo; MELN_GD = Material extraible libre de nitrégeno de la glandula digestiva; MELN_R = Material extraible libre
de nitrégeno en la carcasa; MELN = Material extraible libre de nitrégeno en el animal completo; PPV = Valor productivo
de la proteina; LPV = Valor productivo de la grasa.
*Valores enmascarados por ejemplares con valores negativos o crecimiento muy bajo.
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Figura 1. Relacién entre el contenido en proteina de la carcasa (PRO_R) de ejemplares
de pulpo y la tasa de crecimiento especifica (TEC). Cada punto representa el valor
medio de un grupo de cuatro a seis ejemplares de pulpo alimentados con distintas

dietas experimentales.
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Figura 2. Relacion entre el contenido de grasa de la glandula digestiva (GRA_GD) de
ejemplares de pulpo y la tasa de crecimiento especifica (TEC). ). Cada punto
representa el valor medio de un grupo de cuatro a seis ejemplares de pulpo
alimentados con distintas dietas experimentales.

Por lo tanto, con los resultados obtenidos se puede concluir que con los piensos formulados
se han conseguido tasas de ingesta similares o superiores a las obtenidas con pescado e inferiores
a las observadas con crustaceos. El crecimiento observado con los piensos ha representado el 50
% del obtenido con crustaceos y el 75 % del obtenido con pescado, observando que la adicion de
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glutamato al 2 % no estimula significativamente la ingesta, pero mejora el crecimiento, la eficacia
alimentaria y el aprovechamiento de la proteina. Por otro lado, la adicion del complejo vitaminico-
mineral utilizado en los piensos produce rechazo, disminucion en la ingesta y crecimientos
negativos, si bien la adicion de un 1 % de colesterol puede estimular el crecimiento, mejorando el
aprovechamiento nutritivo de la dieta.
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2.3.3.3. Rendimiento de dietas formuladas con distintos niveles de grasa y
suplementacion de glutamato en el pulpo de roca (Octopus vulgaris).

IMIDA, C.A. DE Murcia.

Resumen

La ausencia de dietas formuladas con rendimientos satisfactorios es uno de los principales
inconvenientes para la produccién del pulpo comun Octopus vulgaris a escala comercial. En este
trabajo se ha comparado el crecimiento, aprovechamiento nutritivo de la dieta y composicién
nutricional de pulpos (700-890 g; 17,5-18,5 °C) alimentados durante un mes con dietas formuladas
con niveles bajos (GB: 0,8 %) y altos de grasa (GA: 8,4 %), y cada una de ellas con tres grados de
suplementacién de glutamato en forma cristalina (0, 0,5 % y 2 % del total del pienso). Los piensos
experimentales fueron aceptados por los animales, con tasas relativas de alimentacion del 2,48-2,64
%Pldia para el nivel GB y de 1,86-2,01 %P/dia para el GA, existiendo diferencias significativas
segun el nivel de grasa (P<0,05), pero no para el contenido en glutamato. El contenido de grasa en
la dieta no afectd a las tasas de crecimiento pero se relacioné con un mejor indice de eficacia
alimentaria (0,8-15,5 % para GB 'y 14,6-23,8 % para GA; P<0,05). Para los dos niveles de grasa, los
mejores crecimientos, indices de eficacia alimentaria y valores productivos de la proteina se
alcanzaron con el 2 % de suplementaciéon de glutamato (3,59-4,02 g/dia, 15,53-23,85 % y 25,46-
27,40 %, respectivamente), existiendo una correlacion positiva y significativa entre estos indices y el
grado de suplementacion para el ensayo GB (P<0,05) pero no para el GA. Las mayores tasas de
ingesta lipidica y de proteina se relacionaron con mayores porcentajes de ambos macronutrientes
en la glandula digestiva (P<0,01) pero no en la carcasa. Los resultados sugieren la necesidad de un
contenido minimo de lipidos (>1 %) para lograr un rendimiento éptimo de la dieta y la proteina
ingerida, asi como la capacidad de aprovechamiento del glutamato suplementado hasta un 2 % en
la dieta.

1. Introduccion

El éxito en el desarrollo de la mayoria de especies en el sector de la acuicultura requiere de
una dieta formulada, tal y como es evidente en las especies de peces que se producen actualmente
como la dorada, la lubina o el rodaballo (Cho y Bureau, 2001; Davies et al., 2009). En el caso de los
cefalopodos, la elaboracion de dietas de apropiada composicion nutritiva con rendimientos
satisfactorios se encuentra aun en su fase incipiente, siendo éste uno de los principales
inconvenientes para su produccion a escala comercial (Lee, 1994; Vaz-Pires et al., 2004;
Domingues et al., 2007).

Entre las distintas especies de cefalopodos, el pulpo comun Octopus vulgaris ha despertado
gran interés por sus caracteristicas biologicas y elevado precio de mercado (Vaz-Pires et al., 2004),
destacando altas tasas de fecundidad (Mangold, 1983), rapido crecimiento y elevada eficacia en la
conversion de alimento (Mangold y Boletzky, 1973; Aguado Giménez y Garcia Garcia, 2002). En
esta especie, la ausencia de dietas formuladas unido a la imposibilidad de obtener juveniles en
cautividad con tasas de supervivencia adecuadas (Navarro y Villanueva, 2003; Iglesias et al., 2004,
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2007) implica un sistema productivo actual basado en la captura de subadultos del medio natural y
su posterior engorde con pescado o crustdceos de bajo valor comercial (Chapela et al., 2006;
Rodriguez et al., 2006; Garcia Garcia et al., 2009), siendo todavia una actividad poco rentable
(Garcia Garcia et al., 2004).

Aunque experimentalmente se han hecho esfuerzos para preparar dietas formuladas para
cefaldpodos, tales como la sepia y el pulpo, los trabajos publicados hasta 2008 revelan pobres tasas
de ingesta y crecimiento, distando de los resultados obtenidos con dietas naturales (Lee et al., 1991;
Castro et al., 1993; Castro y Lee, 1994; Domingues et al., 2005, 2007; Aguila et al., 2007; Rosas et
al., 2007). Estos resultados se han atribuido en unos casos a la baja palatabilidad de las dietas y, en
el caso de que fueran ingeridas, a una composicion nutricional deficitaria. No obstante,
recientemente, varios grupos de investigacion han obtenido formatos de pienso que han sido
aceptados por los pulpos, generando ademas crecimientos significativos (Cerezo Valverde et al.,
2008; Quintana et al., 2008; Rosas et al., 2008). Todos estos tienen en comun la utilizacién de una
pasta de pescado, crustdceos o moluscos mezclada con distintos tipos de aglomerantes (alginatos o
gelatinas), resultando finalmente en un pienso de tipo humedo (> 70 % de agua) pero con una
textura apropiada para su manipulacion e ingestion. Los rendimientos obtenidos con estas dietas
son dispares y han variado segun el tipo de aglomerante, los ingredientes utilizados, la forma de
elaboracion e incluso la especie considerada. En todo caso, este tipo de piensos de composicion
conocida pueden ser utilizados como vehiculo de nutrientes especificos y asi avanzar en el
conocimiento de los requerimientos nutricionales de los cefaldépodos.

Hasta la fecha, la mayoria de las hipotesis sobre estos requerimientos se han generado al
suministrar dietas naturales y a partir de los analisis bioquimicos de éstas y de los propios
cefaldpodos. Tanto la cantidad como el tipo de lipidos (Navarro y Villanueva, 2000, 2003; Koueta et
al., 2002; Garcia Garcia y Aguado Giménez, 2002; Rosa et al., 2005; Garcia Garcia y Cerezo
Valverde, 2006; Moltschaniwskyj y Johnston, 2006; Petza et al., 2006), asi como un balance
apropiado de aminoacidos (Lee, 1994; Villanueva et al., 2004; Domingues et al., 2005) se han
sugerido como factores clave en el desarrollo de estos piensos.

En el presente trabajo se aprovechan los formatos de pienso previamente aceptados por los
pulpos, con el objetivo de comparar el rendimiento (crecimiento, aprovechamiento de la dieta y
composicion nutritiva de los animales) al suministrar dietas formuladas con niveles bajos y altos de
grasa, y distintos grados de suplementacion en glutamato, aminoacido més abundante en
cefaldpodos y las dietas naturales que usualmente consumen (Zdzislaw et al., 1994; Villanueva et
al., 2004; Cerezo Valverde et al., 2009).

2. Material y Métodos

2.1. Animales de experimentacion y mantenimiento

Los pulpos (Octopus vulgaris) se capturaron en el mar Mediterraneo (Murcia, S.E. Espafia)
y se mantuvieron en tanques de 2000 | en las instalaciones experimentales. Los ensayos
comenzaron cuando los animales se aclimataron, aproximadamente dos semanas después,
comprobandose que se alimentaban de forma regular con la racion calculada segun Garcia Garcia y
Cerezo Valverde (2006). Durante este periodo los animales fueron alimentados con boga (Boops
boops) y cangrejo (Carcinus mediterranus) en dias alternativos. Posteriormente, los animales se
trasladaron y se mantuvieron individualmente en tanques circulares de 216 | para llevar a cabo los
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ensayos. Estos contenian tubos de PVC como refugio, y estaban mantenidos en un sistema de
recirculacion de agua con control de la temperatura, ldmpara UV y sistemas de filtracion mecanica y
biolégica. El fotoperiodo fue de 12L:12D, la temperatura entre 17 y 20 °C - dentro del rango dptimo
para esta especie segun Aguado Giménez y Garcia Garcia, 2002 -, oxigeno superior al 80 % de
saturacion para que este factor no fuera limitante (Cerezo Valverde y Garcia Garcia, 2005),
salinidad 37 %o, pH entre 7 y 8 y nitrdgeno amoniacal total (TAN) inferior a 0,2 mg/l.

2.2, Disefo experimental

Se llevaron a cabo dos ensayos de 29 dias de duracion, empleando en el primero una dieta
formulada baja en grasa (GB, Dic 07) y en el segundo otra rica en grasa (GA, Feb 08). A su vez,
cada una de estas dietas fue suplementada con tres grados diferentes de glutamato en forma
cristalina (0, 0,5y 2 % del total de la dieta). En cada ensayo se emplearon 16 ejemplares aislados y
distribuidos en tres grupos experimentales: GB-0 (N = 4), GB-0,5 (N = 6) y GB-2 (N = 6); GA-0 (N =
4), GA-0,5 (N = 6) y GA-2 (N = 6). Los pesos y las temperaturas oscilaron entre 645y 1096 g y 16,5
y 19,6 °C (17,5 £ 1,4 °C) en el ensayo GB, y entre 592y 8259y 17,6 y 19,4 °C (18,5 £ 0,4 °C) en el
GA. Todas las dietas se administraron a saciedad seis dias a la semana y a primera hora de la
mafana (9:00), recogiéndose el alimento entre 4 y 5 horas después (13:00-14:00). El alimento
sobrante se seco y pesé para calcular la ingesta diaria.

2.3. Elaboracion y estabilidad en agua de los piensos formulados

Se formularon seis piensos diferentes empleando alginato como aglomerante y cuya
composicion porcentual se muestra en la Tabla 1. Para su elaboracién se prepard una papilla de
alginato de sodio (65 g de producto comercial POKEL MERL® en 1 litro de agua), mezclandose con
pasta de pescado (Boops boops) y pasta de langostino (Hymenopenaeus muelleri), previamente
triturados y limpios de espinas o caparazones, y la cantidad de glutamato (Sodio L-Glutamato 1-
Hidrato, PANREAC) acorde a su grado de suplementacién, empleando para ello una batidora-
mezcladora. En el ensayo GB se empleo Boops boops procedente de pesquerias artesanales y con
bajo nivel de lipidos (2,2 %), y en el ensayo GA se empled la misma especie pero procedente del
descarte de granjas marinas y con elevado contenido en lipidos (17,6 %). Las proporciones de
papilla de alginato se mantuvieron en un 30 % para las dietas sin glutamato (GB-0 y GA-0), 29,5 %
para las suplementadas con un 0,5 % de glutamato (GB-0,5 y GA-0,5), y un 28 % para aquellas con
un 2 % de glutamato (GB-2 y GA-2). Posteriormente, se adicion6 una disolucion de sulfato calcico
(10 g de producto comercial POKEL CALS® por cada 100 ml de agua) a razén de un 10 % del total
del pienso para endurecer la mezcla. Después de homogeneizar el preparado se coloco en
bandejas de plastico y se introdujeron 24 horas en frio a 4 °C. Finalmente, los piensos se cortaron
en trozos cuadrados de unos 3 x 3 cm y se congelaron hasta su uso.

La estabilidad de los piensos en agua se valoro determinando el peso de cinco muestras antes y
después de introducirlas en agua durante 4 y 24 horas. Posteriormente, se calcularon para cada uno
de los piensos los valores medios de los dos indices siguientes:

VP (%) = (p+pi)/pi*100, que expresa la variacion del peso del pienso en porcentaje después de
sumergirlo en el agua, y donde pi y pf representan el peso de la muestra de pienso antes y después
de sumergirlo, respectivamente.
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F = pilps, que representa un factor de correccién. El peso del pienso no ingerido se multiplicé por
este factor para tener en cuenta la absorcion de agua o su disgregacion con el fin de corregir el
cambio en su peso.

Tabla 1. Composicién porcentual (%) de los ingredientes en las dietas formuladas.

Dieta Agua Alginato Sulfato Glutamato Pasta de Pasta de
destilada’ sodico? calcico’ sodicot pescado® langostino®

Grasa baja

GB-0 37,3 1,8 0,9 0,0 50,0 10,0

GB-0,5 36,8 1,8 0,9 0,5 50,0 10,0

GB-2 35,4 1,7 0,9 2,0 50,0 10,0
Grasa alta

GA-0 37,3 1,8 0,9 0,0 50,0 10,0

GA-0,5 36,8 1,8 0,9 0,5 50,0 10,0

GA-2 35,4 1,7 0,9 2,0 50,0 10,0

Empleada en la elaboracién de papilla de alginato y disolucién de calcio.

2Para elaboracion de papilla de alginato (65 g de producto comercial Pokel Merl* en 1 litro de agua).

3Para elaboracién de disolucion de calcio (1 g de producto comercial Pokel Cals* en 10 ml de agua).

4Sodio L-Glutamato 1-Hidrato (PANREAC).

5Boops boops, porcion comestible.

8Hymenopenaeus muelleri, porcion comestible.

*Pokel Merl y Pokel Cals proporcionado por Productos Sur, S.A. (Pol. Ind. Oeste, San Ginés, Murcia, Espafia).

2.4, Analisis bioquimicos

La composicion corporal (humedad, proteina, lipidos y minerales) fue analizada en 3 pulpos
al inicio de los ensayos (control inicial) y en todos los pulpos al finalizarlos. Para los analisis todos
los animales se dividieron en dos fracciones, la carcasa que incluia el animal completo excluyendo
la glandula digestiva (EDG), y por otro lado la gléandula digestiva (DG). Se picaron vy trituraron de
forma separada hasta obtener una mezcla homogénea. La composicion corporal total (TBC)
también fue calculada a partir de los valores de EDG y DG de acuerdo con la ecuacion:

TBC (%) = (EDGW*(EDG/100) + DGW*(DG/100) / (BW)*100, donde TBC, EDG y DG son
respectivamente los porcentajes del macronutriente en el animal completo, el animal sin la glandula
digestiva y en la glandula digestiva; BW, EDGW, DGW son respectivamente los pesos del animal
completo, sin la gldndula digestiva, y de la glandula digestiva. La composicién nutritiva de los
piensos fue también analizada.

Se emple6 1 g de muestra para la determinacion de la humedad, proteina y cenizas, y 2 g
para el caso de los lipidos, llevandose a cabo los analisis por triplicado. El contenido en proteina
bruta se determind por el método Kjeldhal usando un factor de conversion de 6,25 (AOAC, 1997;
Método n°. 954.01). La grasa bruta se obtuvo mediante eter etilico en un extractor SOXTEC AVANTI
2058 (AOAC, 1997; Método n° 920.39). La humedad se obtuvo por desecacion (105 + 1 °C, 24 h)
hasta peso constante en estufa KOWELL D2 NOVA (AOAC, 1997; Método n°. 930.15), y los
minerales totales por incineracion hasta peso constante (450° + 1 °C, 24 h) en un horno MUFLA
HOBERSAL, HD-230 (AOAC, 1997; Método n° 942.05). La energia bruta y la relacion proteina
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energia (P/E en g/MJ) se estimaron usando los coeficientes energéticos segun Miglavs y Jobling
(1989): proteina 23.6 kJ/g, lipidos 38.9 kJ/g y carbohidratos 16,7 kd/g.

2.5 Parametros calculados y analisis de los datos

Todos los ejemplares se pesaron al inicio y al final de los ensayos, calculandose para cada
uno los siguientes indices:

Incremento de peso: IP = Pf-Pi; Tasa de alimentacion absoluta: TAA = IF/t; Tasa de
alimentacion relativa: TAR = TAA*100/Pm; Tasa de alimentacion absoluta de proteina: TAAP =
IPR/t; Tasa de alimentacion absoluta de lipidos = TAAL = IL/t; Tasa de crecimiento absoluto: TCA =
IP/t; Tasa especifica de crecimiento: TEC = ((Ln(Pf) - Ln(Pi))*100/ t); indice de eficacia alimentaria:
IEA = IP*100/IF; Valor productivo de la proteina: PPV = prot. retenida*100/IPR; Valor productivo de
la grasa: LPV = (grasa. retenida*100/IL); indice de la glandula digestiva: DGI = ((DGW/Pf)*100);
donde Pi = Peso inicial en g; Pf = Peso final en g; Pm = Peso medio entre muestreos en g; t =
tiempo en dias; IF = alimento ingerido en gramos (alimento suministrado-alimento sobrante*F, con
los valores de F reflejados en la Tabla 2 para los distintos piensos); IPR = proteina ingerida en g; IL
ingesta de lipidos en g; DGW = peso de la glandula digestiva.

El efecto del nivel de grasa y suplementacién de glutamato sobre los indices calculados se
analizé mediante ANOVA de dos vias y la significacion de las diferencias de sus valores medios con
el test de Tukey HSD para numero desigual de muestras. Se llevd a cabo una transformacion en
logaritmos neperianos de los indices y porcentajes previa al ANOVA. Se obtuvieron los coeficientes
de correlaciéon (r) entre el grado de suplementacion de glutamato y los indices calculados,
estableciendo un nivel de significacion P<0,05.

3. Resultados

Todos los piensos elaborados mostraron una textura firme antes de introducirlos en el agua,
no obstante, una vez sumergidos, los tres piensos con bajo contenido en grasa (GB) fueron menos
estables que aquellos con mayor contenido en grasa (GA). En la Tabla 2 se puede observar como
los piensos GB perdieron entre un 17 y un 25 % de su peso después de 24 horas sumergidos,
mientras que los piensos GA practicamente no sufrieron modificacién en su peso. El contenido
lipidico de los piensos GA oscild entre el 8 y 9 %, mientras que en los piensos GB no supero el 1%.
Como consecuencia, los piensos GA duplicaron el contenido energético respecto de los piensos GB,
presentando menor humedad y relacion proteina/energia. Considerando todos los piensos, el
contenido en proteina oscild entre el 12-15 %, observandose un incremento acorde a la
suplementacion de glutamato (Tabla 3).

Al'inicio de los ensayos no existieron diferencias significativas entre los pesos medios de los
distintos grupos experimentales. Todos los pulpos aceptaron el pienso, registrandose una
supervivencia del 100 %. La dieta GB mostré una mejor aceptabilidad que la GA por parte de los
pulpos, reflejandose de forma significativa en mayores tasas de alimentacion (TAA, TAAP y TAR;
P<0,001). A pesar de ello no se produjeron diferencias en el crecimiento (IP, TCA o TEC) como
consecuencia del nivel de grasa en la dieta, deduciéndose un aprovechamiento mejor de la dieta GA
(IEA entre el 14,65 y 23,85 %), respecto de la dieta GB (IEA entre 0,83-15,53 %; P<0,05). La alta
variabilidad observada para la retencion de proteina (PPV) y de grasa (LPV) no permitio detectar
diferencias significativas entre los grupos experimentales para ninguno de los dos factores
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considerados. No obstante, es destacable que los valores de PPV en los grupos GA-0 (14,99 %) y
GA-0,5 (21,49 %) duplicaran a sus homologos GB-0 (6,63 %) y GB-0,5 (10,41 %). Por el contrario,
fueron los grupos GA-0,5 y GA-2 los que mostraron menores valores de LPV (1,49 y 2,69 %,
respectivamente) respecto de los grupos GB-0,5 (5,78 %) y GB-2 (18,85 %). Para los dos niveles de
grasa establecidos, los mejores crecimientos (IP, TCA y TEC) y aprovechamientos de la dieta (IEA y
PPV) se observaron en los grupos alimentados con mayor grado de suplementacion en glutamato (2
%), si bien las diferencias sélo fueron significativas para el IP y TCA entre los grupos GB-0 y GB-2
(P<0,05). Los coeficientes de correlacion entre el grado de suplementacion en glutamato y los
indices IP, TCA, TEC, IEA y PPV fueron positivos y significativos (P<0,05) para el ensayo GB pero
no para el GA (Tabla 5). Ni el contenido lipidico ni el grado de suplementacion de glutamato
afectaron de forma significativa al DGI (Tabla 4).

Tabla 2. Resultados de la prueba de estabilidad en agua para las dietas formuladas.

Dieta 4 horas en agua 24 horas en agua
VP (%)2 Fb VP (%)2 Fb
Grasa baja
GB-0 -3,33 1,03 -17,20 1,21
GB-0,5 -4,10 1,04 -23,97 1,32
GB-2 9,19 1,10 24,45 1,32
Grasa alta
GA-0 3,17 0,97 0,38 1,00
GA-0,5 3,36 0,97 1,15 0,99
GA-2 2,59 0,97 1,06 0,99

a\/ariacién media del peso del pienso (% después de la inmersion).
bFactor de correccion para el calculo de la ingesta real.

Tabla 3. Composicion nutricional de las dietas formuladas expresada en peso humedo.

Dieta Humedad Proteina Grasa Cenizas M.E.LN." Energia P/E2
(%) (%) (%) (%) (%) (kJ/100 g) (@/MJ)

Grasa baja
GB-0 82,04 13,28 0,91 2,80 0,97 365,01 36,38
GB-0,5 81,66 14,17 0,78 3,07 0,32 370,10 38,29
GB-2 79,21 14,63 0,81 3,13 2,22 413,85 35,35

Grasa alta
GA-0 74,40 12,02 8,40 2,25 2,93 659,36 18,23
GA-0,5 72,39 12,55 8,38 2,28 4,40 695,64 18,04
GA-2 72,18 14,33 8,34 2,42 2,73 708,21 20,23

M.E.L.N. = Material extraible libre de nitrogeno.
2P/E = Relacién proteina/energia. Proteina 23.6 kJ/g, lipidos 38.9 kJ/g y carbohidratos 16,7 kJ/g segun Miglavs y Jobling
(1989).

En referencia a la composicion nutricional, los grupos control inicial de ambos ensayos (GB
y GA) presentaron valores similares para todos los macronutrientes analizados con excepcion del
MELN, con valores menores para el ensayo GB (5,67 %) respecto del GA (7,04 %; P<0,05; Tabla
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6). Las diferencias mas relevantes entre la composicion nutricional de los controles iniciales, antes
de suministrar las dietas formuladas, y los grupos experimentales, al finalizar los ensayos, residieron
a nivel de la gléandula digestiva (Tabla 7), destacando el elevado porcentaje de lipidos de este
drgano en todos los grupos del ensayo GA (8,17-12,30 %) en comparacion con los valores iniciales
(2,42 %; P<0,05).

Los animales alimentados con la dieta GB presentaron mayores porcentajes de proteina en
la TBC (16,04-16,47 %) que los alimentados con la dieta GA (15,41-15,77 %), atribuyéndose a la
mayor contribucién de la proteina de la GD de los primeros (20,11-20,84 % para GB y 17,05-17,87
% para GA; P<0,05) y no de la fraccion EDG (P>0,05). Por el contrario, el contenido lipidico en la
TBC fue mayor en los grupos del ensayo GA, con valores significativamente superiores en el grupo
GA-0 (0,78 %) respecto de todos los grupos del ensayo GB (0,36-0,44 %; Tabla 7). Igualmente, la
contribucion de la glandula digestiva fue decisiva, con valores muy superiores en los animales
alimentados con la dieta GA (8,17-12,30 %) respecto de los que consumieron la dieta GB (2,88-4,60
%; P<0,001). El contenido de agua mostr6 un patron inverso al de lipidos, especialmente a nivel de
la GD, donde los grupos del ensayo GB mostraron porcentajes superiores (67,37-69,61 %) a los
observados en el ensayo GA (62,89-68,41 %; P<0,001). Los grupos alimentados con la dieta GB
presentaron mayores porcentajes de minerales en la TBC, en este caso atribuible a los mayores
valores de la fraccion EDG (2,27-2,30 % para GB y 2,12-2,16 % para GA; P<0,01), sin que se
observaran diferencias a nivel de la GD.

El grado de suplementacién en glutamato no afectd a ninguno de los macronutrientes
analizados en la TBC. A nivel de la fraccion EDG se observd un menor porcentaje de grasa en el
grupo GA-2 (0,13 %; P<0,05). En el caso de la GD y exclusivamente en el ensayo GB, se detectd un
mayor porcentaje de grasa en el grupo con mayor grado de suplementacion (4,60 % para el grupo
GB-2; P<0,05). Ni el nivel de grasa ni el de glutamato en la dieta afectaron significativamente al
MELN en ninguna de las fracciones analizadas.
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MINISTERIO SECRETARIA GENERAL
DE MEDIO AMBIENTE DEL MAR
Y MEDIO RURAL Y MARINO

Tabla 5. Coeficientes de correlacion simple (r) entre el grado de
suplementaciéon de glutamato y los indices de crecimiento y
aprovechamiento nutritivo de la dieta calculados en los dos ensayos

realizados.

Dieta Grasa baja Grasa alta

r P< r P<
Pf 0.24 (ns) 0.20 (ns)
IP 0.52 * 0.23 (ns)
TAA 0.18 (ns) 0.13 (ns)
TAAP 0.34 (ns) 0.25 (ns)
TAAL 0.18 (ns) 0.24 (ns)
TAR 0.15 (ns) 0.06 (ns)
TCA 0.52 * 0.23 (ns)
TEC 0.51 * 0.21 (ns)
IEA 0.51 * 0.26 (ns)
PPV 0.53 " 0.27 (ns)
LPV 0.40 (ns) -0.44 (ns)
DGl 0.20 (ns) 0.16 (ns)

ns = no significativo (P>0,05); (*)P<0,05

Pf = Peso final; IP = Incremento de peso; TAA = Tasa de
Alimentacién Absoluta; TAAP = Tasa Absoluta de Alimentacién de
Proteina; TAAL = Tasa Absoluta de Alimentacion de Lipidos; TAR =
Tasa de Alimentacién Relativa; TCA = Tasa de Crecimiento
Absoluto; TEC = Tasa Especifica de Crecimiento; IEA = indice de
Eficacia Alimentaria; PPV = Valor Productivo de la Proteina; LPV =
Valor Productivo de la Grasa; DGI = indice de la glandula digestiva.
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Tabla 6. Peso corporal (P), indice de la gldndula digestiva (DGI) y composicion
nutricional expresada en peso humedo de los ejemplares enteros de O. vulgaris
(TBC), excluyendo la glandula digestiva (EDG) y de la glandula digestiva (DG)
correspondientes a los grupos control inicial, antes de suministrar las dietas

formuladas.
Grupo GB-Inicial GA-Inicial ANOVA
N 3 3
P(9) 763 £ 16 720 £19 )
DGl (%) 3.51+£0.33 3.18£0.53 (ns)
TBC
Humedad (%) 80.43£0.58 81.29 £ 0.89 (ns)
Proteina (%) 15.47 £ 0.63 14.85 £ 0.69 (ns)
Lipidos (%) 0.37£0.04 0.33+£0.09 (ns)
Minerales (%) 217+0.03 1.86 £0.29 (ns)
MELN? (%) 1.56 + 0.45 1.66 £ 0.48 (ns)
EDG
Humedad (%) 80.75+0.58 81.72£1.02 (ns)
Proteina (%) 15.41 £ 0.64 14.69 £ 0.79 (ns)
Lipidos (%) 0.27 £0.07 0.26 +0.07 (ns)
Minerales (%) 216 £0.04 1.85+£0.29 (ns)
MELN? (%) 1411044 1.48 £ 0.53 (ns)
DG
Humedad (%) 71.57 £0.71 68.59 £ 1.98 (ns)
Proteina (%) 17.18 £ 0.58 19.69 + 1.88 (ns)
Lipidos (%) 3.19+0.76 242 +0.93 (ns)
Minerales (%) 2.38+0.35 2.26+0.19 (ns)
MELN? (%) 5.67 +0.39 7.04+0.16 *

ns = no significativo (P>0,05); (*)P<0,05
MELN = Material extraible libre de nitrégeno.

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final.

173



vl Teurd euows)y *(600¢-200¢ :0dINdILd0) odind ap apiobus jsp ugeziwndo

100'0>d(xxx) 110°0>d(xx) :G0'0>d () :(G0°0<d) OAnEOIUBIS OU = Su ‘ojeweyn|f,eseld
UQIDoRIBIU| :Z,) ‘Olewen|b [op 0108} :Z ‘eselb el ap 0199)3 :| WAONY SeAeouiubis serousiayp uejuasald sedlpuliedns sejuslayp UOD B[l BWSIW B| US S3I0[BA
‘ouaBouyu ap aiq)| sjqie.xe [eusie = ‘"N T3\,

(su) (su) (su) LELFY9€ NEEA VLUTFLLS 8L ¥80°G £6'0 F €9°G Z8°0F0G°G WNTINW
(su) (su) (su) 08'0F 652 020F€6') W0F86 L €S0F0LT ZAVE A 600F LT sezjus9
(su) (x) (. oLL'LF090L OFEFLL8 299°0 F 0£Z) 8L F 09y /0L F6ET 86'0 ¥ 88'C sopid
(su) (su) () O FL8L) Ay L FVTLL €LLFG0LL 8L F ¥8°07 €S L F 1107 el€0F LE07 BUIBJ0Id
(x) (ex) () G0’} F 0£'59 GE'CF 1189 21§l 68779 @h9TF €19 €€1'ZF 1969 e¥6'0 F L0'69 pepawny
9d
(su) (su) (su) ZL0F 681 €G0F ST ZL0F 65 AN EXTA 6L0F 29} CLOFETL NTIN
(su) (su) () @lL0FYLT eyl 0F 91T WLOFZLT S0'0 F 627 ¢80°0 ¥ 0£C ©l00F 12T sezjue9
(x) (x) () W00FEL0 70'0 ¥ 020 S0 F €70 €00 F 620 ¢90'0 ¥ 0£°0 e/00F 10 sopidr
(su) (su) (su) LLOF0LG) 050 ¥ 9SG} 950 F 9¢'G) 98°0F 1£9l €L0F26'G) 18°0 F 68°Gl BUJBJ0Id
(su) (su) (+) /60 F ¥1°08 4920 ¥ 28°08 6Y'0 F 0508 €690 F ¥9'6. €0’} ¥ 98°6. ¢9¢'0 ¥ 0£°08 pepawny
903
(su) (su) (su) ZLOF V6L £S0F9E 890F 1L} 99'0 ¥ 89'L 8L0FEL) 0L0F L€'} WNTIN
(su) (su) (ex) Gl 0F9L'T ©B60°0 ¥ 02'C WL0FZLT €90'0 ¥ 827 800 F 0£'Z el00F 92T sezjue9
(su) (su) (x) ©B60°0 F L¥'0 91'0 F 970 OF0F8L0 600 F v1'0 ¢80°0 F 90 ¢80°0 ¥ 0¥'0 sopidi
(su) (su) (+) ©0L'0F LL'Gl 61’0 F £5°Gl 80T LGl €98°0 F L9} L0 F $0°9) 6.0 F 09} BUJBJ0Id
(su) (su) (su) 660 F G9'6/ 020 F v¥'08 150 F86'6. 99°0 ¥ 2¢'6. 66°0 F 556 280 F26'6. pepawiny
o1}
9 9 b 9 9 b N

sl z | Z-vY9 §'0-v9 0-Y9 z-99 6'0-89 0-99
VAONY E}je esel9 eleq esein ejeld

‘leyuswiiadxa odn.b eped ap (9Qq) eansabip ejnpue|b
el ap A (9@q3) ennsabip einpuelb e opuainjoxe ‘(0gL) suebina |0 ap solsjus salejdwale soj ap opawny 0sad us epesaidxa [euoioLinu ugIsodwo 7 ejqel

SONIUVYI SOAILTND 3a VHOSASY
TYNOIDVN VINNI

dYWNIYIr

ONRVIW ATVYNY OI3W A
¥VW 130 JINJIGWY OIdIW 3
IVYINGD VI¥VLINOIS ONILSINIW



@ MINISTERIO SECRETARIA GENERAL

DE MEDIO AMBIENTE DEL MAR
Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL

ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

4. Discusion

El principal avance de este trabajo ha sido la elaboracion de dietas formuladas que han sido
aceptadas por O. vulgaris y cuya composicion nutricional ha podido ser modificada. La variacién de
un unico nutriente en la composicion de la dieta permite atribuir los resultados obtenidos a la
modificacién nutricional, y en el caso concreto de este estudio al contenido en lipidos o al grado de
suplementacion en glutamato.

4.1. Sobre la aceptabilildad de las dietas formuladas

En la Fig. 1A se comparan las TAR obtenidas al suministrar las dietas del presente estudio
con otras dietas naturales o formuladas en ejemplares subadultos de O. vulgaris. Los resultados de
aceptabilidad en el presente estudio han sido mas pobres (1,8-2,7 %P/dia) que los obtenidos con
dietas naturales a base de crustaceos (5,9-7,0 %P/dia; Aguado Giménez y Garcia Garcia, 2002;
Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006) o calamar (4,6-5,8 %P/dia; Quintana et al., 2008;
Domingues et al., 2009a), aunque se asemejan a las obtenidas con pescado (2,3-2,6 %P/dia;
Aguado Giménez y Garcia Garcia, 2002; Garcia Garcia y Aguado Giménez, 2002) o con otras
dietas formuladas que emplean alginato como aglomerante (3,1 %P/dia; Cerezo Valverde et al.,
2008). Segun otros trabajos el empleo de gelatina como aglomerante presenta una mejor
aceptabilidad en O. maya (Rosas et al., 2008) y O. vulgaris (Quintana et al., 2008), registrandose
TAR similares respecto de dietas naturales a base de crustaceos o calamar, respectivamente. No
obstante, las TAR obtenidas en el trabajo de Quintana et al. (2008) podrian estar sobreestimadas
por no tener en cuenta las tasas de lixiviaciéon del pienso. Igualmente, estos autores emplearon
ejemplares mas pequefios (468-506 g) que los del presente estudio (700-889 g), por lo que también
cabria esperar mayores TAR. Cerezo Valverde et al. (2008) también emplearon gelatinas en la
preparacion de dietas para O. vulgaris, obteniendo igualmente elevadas tasas de lixiviacion, aunque
en este caso asociadas con bajas tasas de ingesta y crecimiento. Estos resultados sugieren que la
forma de elaboracion de las dietas también podria ser un factor a tener en cuenta en su
aceptabilidad. Mientras que Rosas et al. (2008) y Quintana et al. (2008) aglomeraron pastas de
calamar o cangrejo con gelatina en frio, Cerezo Valverde et al. (2008) aplicaron calor a la mezcla
con el objetivo de mejorar su textura. Domingues et al (2009b) sin embargo no observaron
diferencias en Sepia officinalis al comparar las TAR de dietas naturales tratadas con calor,
desecadas o hervidas, con la misma dieta congelada, aunque los pobres resultados de crecimiento
obtenidos con las primeras evidenciaron una perdida de calidad nutricional. Por lo tanto, los trabajos
comentados coinciden en que las dietas elaboradas con gelatinas presentan una buena
aceptabilidad en el pulpo, aunque por contra presentan cierto grado de disgregacion en el agua. El
empleo de alginatos proporcionaria texturas mas estables, sin embargo su aceptabilidad y
digestibilidad podrian verse comprometidas (Rosas et al., 2008).

En referencia a las modificaciones nutricionales empleadas, un contenido lipidico en la dieta
del 8-9 % se relacion6 con menores tasas de ingesta (1,86-2,01 %P/dia) respecto de una dieta con
un porcentaje inferior al 1 % (2,48-2,64 %P/dia; Fig. 1A). Igualmente, tal y como se muestra en la
Fig. 2, las dietas naturales preferidas por O. vulgaris han sido aquellas de bajo contenido lipidico,
incluyendo cangrejos, calamares o merluza (< 1,3 % de lipidos; Garcia Garcia y Cerezo Valverde,
2006; Domingues et al., 2009a). Garcia Garcia y Aguado Giménez (2002) obtuvieron peores TAR
suministrando peces de mayor contenido lipidico como la boga (5,9 %) o la sardina (19,6 %).
Igualmente, Domingues et al. (2008) observaron bajas TAR en S. officinalis alimentadas con sardina
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(41 % de lipidos en peso seco). La presencia de heces aceitosas y flotantes al suministrar dietas
ricas en grasa (O'Dor et al., 1984; Garcia Garcia y Aguado Giménez, 2002) y la peor asimilacién y
digestibilidad de éstas (Petza et al., 2006; Mazén et al., 2007) apuntarian a la mayor idoneidad de
dietas pobres en grasa.

La adicion de glutamato no estimul6 la ingesta en ninguno de los ensayos realizados (Tabla 4 y Fig.
1A). No obstante, este mismo aminoacido ha actuado de atrayente en esta especie, estimulando la
frecuencia de ventilacion y la locomocion hacia esta sustancia disuelta (Chase y Wells, 1986). Es
importante por lo tanto diferenciar entre aquellas sustancias que favorecen la captura del pienso y
las que favorecen su ingestion (Lee et al., 1991). Tampoco Domingues et al. (2005) observaron
diferencias en las TAR de S. officinalis alimentadas con dietas formuladas con distintos grados de
suplementacién en lisina.

4.2 Sobre el crecimiento con dietas formuladas y su aprovechamiento nutritivo

Los mejores resultados de crecimiento y aprovechamiento de la dieta se obtuvieron con el
mayor grado de suplementacion en glutamato en ambos ensayos (Figs. 1B y 1C), con incrementos
de peso que al menos duplicaron al resto de grupos experimentales y una correlacion positiva entre
los indices calculados y el grado de suplementacion (Tabla 5). Estos resultados sugieren la
utilizacion de la forma suplementada de este aminoécido y refuerzan la idea de que de los
requerimientos de proteina y aminoacidos deberian jugar un papel prioritario en la formulacién de
dietas para cefalopodos. Estos animales son exclusivamente carnivoros, constituyendo los
aminoacidos su principal fuente de energia (O'Dor et al., 1984; Lee, 1994). Presentan un elevado
contenido en proteina en su composicion corporal, entre el 70 y 90 % de su peso seco (Lee, 1994;
Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006), destacando como aminoacidos esenciales predominantes
la arginina, lisina y leucina, y entre los no esenciales el aspartato y el glutamato (Villanueva et al.
2004; Rosa et al., 2004). Este ultimo destaca por ser el aminoacido més abundante en los tejidos de
los cefalopodos y en las dietas naturales que usualmente consumen (Zdzislaw et al., 1994; Cerezo
Valverde et al., 2009). El glutamato presenta ademés un sistema enzimatico especifico para su
oxidacion, tanto en O. vulgaris como en otros cefaldpodos (Rocca y Ghiretti, 1958; Storey et al.,
1978; Hoeger et al., 1987). La utilizacion con fines energéticos de este aminoacido permitiria un
ahorro de otros incluidos en la dieta, explicando asi el mejor rendimiento de la dieta suplementada.
lgualmente estos resultados sugieren que podria no haberse alcanzado el grado 6ptimo de
suplementacion de glutamato en el presente estudio. Domingues et al. (2005) también obtuvieron
los mejores resultados con la dieta que presentd el mayor grado de suplementacion en lisina (0,67
%), alcanzando TEC del 0,48 %P/dia en S. officinalis. En otros trabajos la adicién de proteinas
hidrolizadas en Octopus maya (Aguila et al., 2007) o amino&cidos en forma cristalina en S. officinalis
(Castro y Lee, 1994) resultd en crecimientos negativos o bajos, en gran parte atribuible a la baja
aceptabilidad de las dietas. También se han observado niveles altos de aminoacidos libres en el
tejido nervioso de los cefaldpodos, sugiriendo su participacion en funciones importantes distintas de
las estructurales (D’Aniello et al., 1995).

En todo caso, con ninguna de las dietas formuladas hasta ahora se han alcanzado las
elevadas TEC que se obtienen al suministrar crustaceos en O. vulgaris (1,6-2,4 %P/dia segun
Aguado Giménez y Garcia Garcia (2002) y Cerezo Valverde et al. (2008); Fig. 1B). Los mejores
resultados con dietas formuladas han sido presentados por Quintana et al. (2008), con TEC del 1,4
%Pldia para ejemplares de 650 g a 19,9 °C. No obstante, para estas mismas condiciones
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experimentales las TEC estimadas suministrando crustaceos segun Aguado Giménez y Garcia
Garcia (2002) serian del 2,4 %P/dia. En el caso de juveniles de O. maya (0,5 g de peso) si se han
obtenido TEC similares al comparar una dieta natural, a base de cangrejo, y otra de pasta de
cangrejo con gelatina al 2 %, sugiriendo un buen balance nutricional y digestibilidad de este
aglomerante (Rosas et al., 2008). En este ultimo trabajo, la adicidn de alginato de sodio en la dieta
provocod crecimientos negativos y una disminucion en su digestibilidad, sugiriendo que el
aglomerante empleado y su contenido en la dieta, asi como la especie considerada y su estado de
desarrollo deben tenerse en cuenta en la formulacién de estas dietas.

Tabla 8. Valores observados y estimados de tasa de crecimiento absoluta (TCA y TCAEst, respectivamente)
en funcion de la tasa de alimentacién de proteina (TAAP) y de lipidos (TAAL) en otros trabajos, a partir de la
ecuacion obtenida en el presente estudio (TCA = -5,647 + 2,256 TAAP + 2,715*TAAL).

Dieta TAAP TAAL TCA TCAEst Referencia
g/dia g/dia g/dia g/dia
Alginato+Boga 3.06 2.56 6.26 8.21 Cerezo Valverde et al., 2008
Gelatina+Boga 2.41 0.73 1.87 1.77 Cerezo Valverde et al., 2008
Boga 3.79 1.15 7.69 6.03 Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006
Boga+Cangrejo 9.18 1.26 18.47 18.49 Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006

El referencia al contenido lipidico de la dieta, varios resultados del presente estudio
sugieren un papel importante de éstos en la nutricién de O. vulgaris. Tal y como se muestra en la
Tabla 4 y Fig. 1C, existié un mejor aprovechamiento de la dieta rica en grasa, de forma similar a lo
observado cuando se suministran dietas naturales, hasta cierto contenido lipidico. En la Fig. 1C se
muestran datos del IEA que superan el 40 % cuando se suministra boga (5,9 % de lipidos; Garcia
Garcia y Aguado Giménez, 2002), merluza o calamar (1,3 % de lipidos; Domingues et al., 2009a), y
entre el 25 y 35 % para los crustaceos (<1 % de lipidos). Igualmente, Garcia Garcia y Cerezo
Valverde (2006) observaron un peor aprovechamiento de la dieta cuando ésta estaba compuesta
exclusivamente por crustaceos (31,3 para IEA y 27,9 % para PPV), estableciendo un nivel de lipidos
adecuado entre el 2'y 3 % al suministrar una dieta mixta de cangrejo y boga (39,3 y 33,1 % para IEA
y PPV, respectivamente).

Para ayudar a esclarecer el papel de los lipidos en el presente trabajo, se han representado
las TCA en funcion de la TAAP (Fig. 3A) y la TAAL (Fig, 3B) en todos los ejemplares. Cuando
ambos factores se consideran independientemente, se observa una relacion significativa entre la
TCA 'y la TAAP, sin que la TAAL tenga un efecto evidente. Sin embargo, la inclusidn conjunta de
ambos factores en la ecuacién para estimar la TCA provocaria un aumento importante de la
variabilidad explicada (Fig. 3C). En este sentido, una ingesta elevada de proteina con bajos niveles
de grasa (<1 %) provocaria buen crecimiento, sin embargo, el rendimiento ofrecido en términos de
aprovechamiento nutritivo seria bajo. Una dieta con menor contenido proteico provocaria
crecimientos similares en caso de incluir un porcentaje apropiado de lipidos, cuyos valores optimos
y tipos de lipidos en dietas formuladas deberian ser establecidos en futuras investigaciones.
Igualmente, la estimacion de las TCA en otros trabajos a partir de los valores de TAAP y TAAL en el
rango estudiado revela valores similares (Tabla 8), sugiriendo la importancia de avanzar en los
factores que afectan a la aceptabilidad de dieta.
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Figura 1(A-C). Comparacion de las tasas de alimentacion relativa (TAR), tasas especificas de crecimiento
(TEC) e indices de eficacia alimentaria (IEA) del presente estudio con los obtenidos y estimados en otros
trabajos en O. vulgaris (677-1038 g; 16,5-21°C): (1) Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006; (2) Cerezo
Valverde et al., 2008; (3) Aguado Giménez y Garcia Garcia, 2002; (4) Domingues et al., 2009; (5) Garcia
Garcia y Aguado Giménez, 2002; (6) Quintana et al., 2008; (7) Presente estudio.
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Seguramente los lipidos jueguen un papel minoritario pero esencial. Los cefalépodos
muestran altos niveles de fosfolipidos, colesterol y acidos grasos poliinsaturados, especialmente de
la serie n-3, (Sinanoglou y Miniadis-Meimaroglou, 1998; Navarro y Villanueva, 2000, 2003; Koueta et
al., 2002; Almansa et al., 2006), por lo que se ha sugerido un predomino del papel estructural sobre
el energético (Hochachka et al., 1975; O’Dor et al., 1984; Moltschaniwskyj y Johnston, 2006). Estos
ultimos autores observaron como ejemplares de Eupryma tasmanica que crecieron mas
presentaban menores niveles de esteroles en la GD sugiriendo que podrian estar siendo liberados
para el crecimiento. Igualmente, Garcia et al. (2009) describieron una disminucién en los niveles de
esteroles y triglicéridos en la GD de O. vulgaris después de tres dias de ayuno. La carencia de
algunas de estas clases lipidicas podria representar un factor limitante para un desarrollo apropiado
0 una menor eficiencia energética de la dieta.

4.3 Sobre el estado nutricional de los animales alimentados con dietas formuladas

Los cambios mas relevantes se dieron a nivel de la glandula digestiva. Existio una
importante acumulacion de grasa en este 6rgano (8,1-12,3 %) como consecuencia de una mayor
ingesta lipidica (Fig. 4). Numerosos trabajos coinciden en que la glandula digestiva es el 6rgano con
mayor contenido lipidico en los cefalépodos (Rosa et al., 2005), con valores del 5-15 % de su peso
humedo en O. vulgaris (Sieiro et al., 2006; Cerezo Valverde et al., 2008) o del 3-13 % en S.
officinalis (Blanchier y Boucaud-Camou, 1982; Fluckiger et al., 2008). Estos lipidos pueden ser
movilizados en situaciones de ayuno (O'Dor et al., 1984; O'Dor y Wells, 1987; Castro et al., 1992),
no obstante, los resultados obtenidos y discutidos en la seccion 4.2 sugieren que podrian jugar
también un papel clave durante el periodo postprandial y de crecimiento. Tanto el contenido en
lipidos de la GD como su distribucion en las diferentes clases varian con la especie y suelen ser un
reflejo de su estrategia alimentaria (Rosa et al., 2005). Asi, en el calamar Eupryma tasmanica la
mayoria de los lipidos presentes en la GD eran componentes estructurales de las membranas
(lipidos polares) o productos derivados de la digestion, como esteroles o acido grasos libres
(Moltschaniwskyj y Johnston, 2006). Por el contrario, los triglicéridos se han descrito como la clase
predominante en la GD de O. vulgaris, conservandose este patron en las distintas estaciones del
afo (Sieiro et al., 2006; Garcia et al., 2009). La distribucidn de las clases lipidicas es mas uniforme
en el manto, con claro predominio de los lipidos polares (Almansa et al., 2006; Sieiro et al., 2006). El
empleo de dietas formuladas y suplementadas con distintas clases de lipidos podria ser una
herramienta eficaz para aclarar su papel, todavia incierto, en la nutricion de los cefalépodos.

El porcentaje de proteina también mostré modificaciones a nivel de la gléandula digestiva.
Los menores valores observados en el ensayo GA podrian ser fruto de la excesiva acumulacion de
grasa provocando la disminucion porcentual de la proteina, pero también por las menores tasas de
ingesta proteica de los animales en este ensayo (Fig. 5). De hecho, situaciones de ayuno o ingestas
insuficientes de proteina o desbalanceadas de aminoacidos pueden provocar la movilizacién de
aminoacidos de la GD y del manto (O'Dor et al., 1984; O’Dor y Wells, 1987; Castro et al., 1992;
Domingues et al., 2005).

A nivel de la carcasa, las diferencias mas evidentes se produjeron en el contenido de minerales
entre los dos ensayos GB (2,27-2,30 %) y GA (2,12-2,16 %). Tal y como se muestra en la Fig. 7, el
menor contenido de minerales podria deberse a una menor ingesta, mas que a una diferencia en el
contenido lipidico de la dieta. No obstante, el menor porcentaje de minerales en el ensayo GA no se
asocio con un peor crecimiento o aprovechamiento de la dieta, sugiriendo que, a diferencia de lo
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ocurrido con los lipidos o las proteinas, podria ser un factor menos limitante en el disefio de dietas
formuladas. De hecho, los valores de minerales registrados coincidieron con los descritos en
trabajos previos que emplearon tanto dietas naturales (2,2-2,4 % segun Garcia Garcia y Cerezo
Valverde et al., 2006) como formuladas (2,0-2,4 % segun Cerezo Valverde et al., 2008). En todo
caso, los requerimientos de minerales en cefalépodos son mal conocidos y, al igual que lo sucedido
con otros nutrientes, la mayoria de los datos provienen de los analisis bioquimicos de los propios
cefaldpodos y de sus presas (Villanueva y Bustamante, 2006). Igualmente, la elaboracién de dietas
formuladas podria ser una metodologia apropiada para su estudio.

W Cangrejo (1) m Cangrejo (2) O Crustaceos (3) @ Cangrejo de rio (4)
A Boga+Cangrejo (1) Boga (3) A Boga (1) @ Sardina (5)
© Merluza (4) + Calamar (4) + Calamar (6) X Gelatina+Calamar (6)
Gelatina+Boga (2) - Alginato+Boga (2) X Grasa Baja (7) Grasa alta (7)
9
X
81 o TAR = -1.0622Ln(Lipidos) + 4.9163
T R*=0.33
R
0
o
2
x
<
|_
[
1 i
0 T T T T
0 5 10 15 20

Lipidos en la dieta (%)

Figura 2. Tasa de alimentacion relativa (TAR) obtenida o estimada en funcién del contenido lipidico de dietas
naturales o formuladas procedentes de distintos trabajos en O. vulgaris. (677-1038 g; 16,5-21°C): (1) Garcia
Garcia y Cerezo Valverde, 2006; (2) Cerezo Valverde et al., 2008; (3) Aguado Giménez y Garcia Garcia,
2002; (4) Domingues et al., 2009; (5) Garcia Garcia y Aguado Giménez, 2002; (6) Quintana et al., 2008; (7)
Presente estudio.
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Figura 3(A-C). Relacion entre la tasa de crecimiento absoluta (TCA) y la tasa absoluta de alimentacion de
proteina (TAAP), la tasa absoluta de alimentacion de lipidos (TAAL) y el efecto combinado de ambas.
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Figura 4. Relacion entre el porcentaje de lipidos en la glandula digestiva (Grasa GD) y la tasa absoluta de
alimentacion de lipidos (TAAL) en O. vulgaris.
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Figura 5. Relacion entre el porcentaje de proteina en la glandula digestiva (Proteina GD) y la tasa absoluta
de alimentacion de proteina (TAAP) en O. vulgaris.
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Figura 6. Relacion entre el porcentaje de minerales totales en la carcasa (Minerales R) y la tasa de
alimentacion absoluta (TAA) en O. vulgaris
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2.3.3.4. Influencia de una dieta artificial suplementada con arginina sobre el
crecimiento, la eficacia alimentaria y la composicion corporal en el pulpo
comun (Octopus vulgaris Cuvier, 1797).

IMIDA, C.A. de Murcia

Resumen

En el presente estudio han sido comparados el crecimiento, la eficacia alimentaria y la
composicion corporal del pulpo comun Octopus vulgaris alimentado durante 45 dias con una dieta
humeda artificial de composicién conocida a base de pasta de boga y langostino, aglomerada con
alginato, y con tres grados diferentes de suplementacion en arginina: sin suplementacion (ARG-0%),
suplementada con 1% de arginina (ARG-1%) y suplementada con 3% de arginina (ARG-3%). Los
animales aceptaron los distintos piensos, con tasas de ingesta similares a las observadas en otros
trabajos con dietas humedas, crecieron y produjeron heces, registrandose un 100% de
supervivencia en todos los grupos experimentales. Las tasas de alimentacion relativa (TAR) fueron:
2,07 £0,32,2,11 £ 0,42 y 2,55 £+ 0,43 % de su peso al dia para ARG-0%, ARG-1% y ARG-3%,
respectivamente, no existiendo diferencias significativas (p>0,05). Los mejores crecimientos se
registraron en los animales alimentados con las dietas suplementadas en arginina con una tasa de
crecimiento especifica (TEC) de 0,31 £ 0,17, 0,37 £ 0,15y 0,39 £ 0,18 % de su peso al dia, y unos
indices de eficacia alimentaria (IEA) de 14,37 + 7,05, 17,23 + 3,55 y 14,89 * 6,44 % para ARG-0%,
ARG-1% y ARG-3%, respectivamente, aunque no existieron diferencias significativas. En cuanto al
aprovechamiento de la dieta, el valor productivo de la proteina (PPV) fue significativamente superior
(p<0,05) con ARG-0% (32,84 + 10,30 %) y ARG-1% (30,85 £ 0,53 %) que comparados con ARG-
3% (15,95 + 8,51 %), probablemente debido a que la mayor ingesta de proteina observada en este
ultimo era empleada con funcioén energética mas que estructural. Ademas, la suplementacion con
arginina no provocd cambios significativos en la humedad o contenido en proteina, pero se relacion6
con cambios en el nivel de lipidos en la glandula digestiva (GD), asi como en el material extraible
libre de nitrégeno (MELN) en la carcasa, siendo en ambos casos significativamente mayor en ARG-
1%, y sugiriendo una influencia sobre el metabolismo lipidico o hidrocarbonado de los animales.
Por lo tanto, el formato de pienso propuesto puede ser apropiado para avanzar en el conocimiento
de los requerimientos nutricionales de cefalopodos.

1. Introduccion

El pulpo comun (Octopus vulgaris) es una especie potencial para la diversificacion de los
productos de la acuicultura marina. Es una especie con un ciclo de vida corto (12-18 meses),
presenta un crecimiento muy elevado, superior al 5% de su peso corporal al dia (Iglesias et al.,
1997; Aguado Giménez y Garcia Garcia, 2002), tiene una elevada fecundidad, poniendo hasta 500
mil huevos por hembra (Iglesias et al., 1997), una elevada tasa de conversion (Mangold y Boletzky,
1973; Mangold, 1983; Navarro y Villanueva, 2003; Aguado Giménez y Garcia Garcia, 2002), un alto
contenido proteico en su composicion corporal, correspondiente al 70-90% de su peso seco (Lee,
1994), y una rapida adaptacion a la vida en cautividad y a las condiciones de cultivo, tanto en jaulas
flotantes como en tanques, asi como una gran resistencia a su transporte y manipulacion. Si se le
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suma el elevado precio que puede alcanzar en el mercado, todo hace del pulpo comun un candidato
excelente para su cultivo a escala industrial.

Desde mediados de los afios 90 existen en las rias gallegas (NO de Espafia) diversas
empresas dedicadas al engorde comercial, alcanzando las 12,66 toneladas en 2004 (JACUMAR,
2005), si bien son pequefias cooperativas y asociaciones de pescadores. También desde la
creacion del Plan Nacional para el cultivo del pulpo en 2001, subvencionado por la Secretaria
General Pesca del MAPA, se han desarrollado varios subproyectos de colaboraciéon entre las
empresas Yy diversos grupos investigadores, enfocados al cultivo larvario y al engorde. En Galicia
han sido pioneras las experiencias de engorde en jaulas flotantes (Rama-Villar et al., 1997; Luaces-
Canosa y Rey-Méndez, 1999; Tufidn et al., 2001, 2002; Chapela et al., 2006). Desde entonces se
intenta trasladar esta actividad a otras zonas del norte espafiol, como en Asturias (Carrasco y
Rodriguez, 2005), y al Mediterréaneo, en Baleares, Valencia y Murcia, asi como en el archipiélago
canario, tanto en tanques como en jaulas. En los Ultimos afios se han realizado ensayos de engorde
en jaulas flotantes en zonas protegidas (Oltra et al., 2005; Delgado et al., 2007), asi como en mar
abierto (San Pedro del Pinatar, Murcia) (Garcia Garcia et al., 2009), con el objeto de conocer el
rendimiento de esta especie en aguas del Mediterraneo. En Canarias también se han realizado
estudios de engorde en zonas protegidas (Socorro et al., 2005).

Actualmente, el principal cuello de botella del cultivo integral del pulpo de roca reside en la
fase de cultivo de paralarva, ya que es donde se registran las mayores mortalidades (Navarro y
Villanueva, 2003), y que en definitiva, determinan el desarrollo industrial de todo el proceso. De
hecho, este problema hace que la produccion industrial dependa de las capturas de juveniles del
medio natural (de 500 a 800g), viéndose limitado dicho desarrollo por la imposibilidad de obtener un
volumen a escala comercial de juveniles en cautividad (lglesias et al., 2007).

Por otro lado, para el engorde y mantenimiento de los pulpos, juveniles y adultos, se usan
presas naturales de bajo valor comercial, tanto vivas como congeladas (peces, crustaceos y otros
moluscos). Actualmente la rentabilidad en términos economicos de estas explotaciones es baja
(Garcia Garcia et al., 2004), y un cultivo industrial de pulpo comun, rentable y sostenible a largo
plazo, depende del desarrollo de una dieta artificial satisfactoria (Vaz-Pires et al., 2004).

De forma general, los resultados obtenidos con dietas formuladas desarrolladas para el
pulpo por diversos grupos de investigacion han sido méas pobres que los obtenidos con dietas
naturales, consiguiéndose crecimientos negativos o nulos en la mayoria de los casos. La causa
puede residir en la baja palatabilidad de dichas dietas y/o a una composicion nutricional deficitaria
de algun componente esencial. En este sentido, los niveles de cobre (Castro et al., 1993; Villanueva
y Bustamante, 2006), cantidad y tipo de lipidos (Navarro y Villanueva, 2000, 2003; Koueta et al.
,2002; Garcia Garcia y Aguado Giménez, 2002; Petza et al., 2006; Moltschaniwskyj y Johnston,
2006), asi como un balance apropiado de aminoacidos (Lee, 1994; Garcia Garcia y Cerezo
Valverde, 2006; Villanueva et al., 2004; Domingues et al., 2005) deberian tenerse en cuenta a la
hora de disefiar un pienso para cefaldpodos. La inclusidn de sustancias atrayentes en la formulacion
del pienso, asi como la presencia de sustancias no deseadas, se ha visto que también influyen
poderosamente en la aceptacion y la ingesta de la dieta (Lee et al, 1991). No obstante,
recientemente algunos investigadores han obtenido algunos formatos de pienso que si son
aceptados con resultados de crecimiento prometedores para el futuro (Cerezo Valverde et al., 2008;
Quintana et al., 2008; Rosas et al., 2008).

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final. 189



DE MEDIO AMBIENTE DEL MAR
Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL

ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

ﬁﬁ# MINISTERIO SECRETARIA GENERAL MCUMAR

Inicialmente, las dietas artificiales deben tener propiedades organolépticas y texturas
apropiadas para que se mantengan aglutinadas hasta su ingestion, permitiendo la manipulacién por
el pulpo y resistiendo al lavado o disgregacion producido por el contacto con el agua de mar. Hasta
la fecha, los piensos existentes para peces, y los procesos que se emplean para su elaboracion
(granulacion, extrusion) no son los mas adecuados para cefaldpodos, debido a que cuando son
manipulados se disgregan con facilidad (Domingues et al., 2007). Las ultimas experiencias con
cefaldépodos, como la sepia (Sepia officinalis) (Domingues et al., 2008), el pulpo rojo (Octopus
maya) (Rosas et al., 2008), y el pulpo comun (Octopus vulgaris) (Cerezo Valverde et al., 2008;
Quintana et al., 2008), se centran en la elaboracion de piensos humedos a base de una pasta de
pescado o crustaceos mezclada con algin aglomerante (gelatina o alginato). Se ha comprobado
que el tipo de aglomerante empleado es importante a la hora de la aceptacion y la ingesta, asi como
en su digestibilidad (Rosas et al., 2008).

A partir de este punto, el desarrollo de una dieta artificial de composiciéon nutricional
conocida que ingieran los pulpos permitiria determinar los requerimientos nutricionales en cada
caso, ya que gracias al propio formato del pienso seria posible realizar cambios en su composicion.

Debido al metabolismo preferentemente proteico de los cefalopodos (Lee, 1994), un punto
de partida interesante seria, por lo tanto, la incorporacion de algunos aminoacidos esenciales puros
a dichos piensos humedos. Un estudio detallado de la composicion bioquimica de los tejidos del
pulpo, asi como de las dietas naturales que mejores resultados ofrecen esta siendo abordado
actualmente por el Plan Nacional “Optimizacion del engorde de pulpo” de JACUMAR (2007-2009), y
gracias al cual se estan generando hipétesis interesantes. Al igual que los resultados de Villanueva
et al. (2004) y Rosa et al. (2004) se ha puesto en evidencia la importancia de aminoacidos
esenciales como la arginina, leucina y lisina. No obstante, cuando se toma como referencia la
composicion de aminoacidos en la proteina del pulpo, los andlisis en crustaceos y peces revelan un
valor patrén (mgAA por g de proteina en alimento/ mgAA por g de proteina en pulpo) minimo para la
arginina (53 y 40 %, respectivamente), y ademas en el caso de los crustaceos también es deficiente
para la leucina (92 %) e isoleucina (96 %). Estos resultados apoyan la hipotesis de que la
suplementacién con aminoacidos esenciales seria un buen punto de partida. No obstante, la
aportacion de aminoacidos no esenciales también podria tener un efecto positivo evitando el uso de
aminoacidos esenciales con fines energéticos.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es determinar la influencia de los piensos humedos
suplementados con arginina sobre el aprovechamiento nutritivo, crecimiento y composicion corporal
del pulpo de roca (Octopus vulgaris).

2. Material y métodos

2-1 Animales de experimentacién y mantenimiento.

Los pulpos (Octopus vulgaris) se capturaron del medio natural, en las costas del
Mediterraneo (Murcia, Espafia), y fueron transportados a bordo de embarcaciones pesqueras a las
instalaciones experimentales del IMIDA, ubicadas en el puerto de San Pedro del Pinatar (Murcia).
Se estabularon en tanques circulares de 2000 litros de capacidad y mantenidos en un sistema de
recirculacion de agua de mar. La temperatura se mantuvo siempre entre 16-20 °C y los niveles de
oxigeno nunca fueron inferiores al 80% de saturacion (Cerezo Valverde y Garcia Garcia, 2005). Al
cabo de 2 semanas aclimatandose y tras comprobar que comian adecuadamente la dieta natural
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suministrada a base de cangrejo (Carcinus mediterranus) y boga (Boops boops) (Aguado Giménez y
Garcia Garcia, 2002; Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006), se realizé un muestreo (23-Febrero-
2009) para seleccionar los ejemplares objeto de estudio; se emplearon 16 pulpos macho de pesos
comprendidos entre los 500 y 800 gramos. Para la determinacion del sexo, se observé el tercer
brazo de la derecha (brazo hectocétilo), donde los machos muestran una diferente morfologia en la
porcion distal. La extraccion de los ejemplares de los tanques colectivos se realiz con salabres,
evitando en todo momento posibles lesiones o estresar a los animales, desechando los pulpos
pequefios (por debajo de los 500 g), las hembras, y también aquellos con dafios aparentes (heridas,
falta de algun brazo, etc.).

2-2 Elaboracion vy estabilidad de los piensos

La dieta se basa en la descrita por Cerezo Valverde et al. (2008) utilizando como
aglomerante el alginato. Se elaboraron 3 piensos artificiales con diferentes grados de
suplementacién en arginina (entre el 0% y 3%): ARG-0%, ARG-1% y ARG-3% (tabla 1). Con dicha
suplementacién, y en base al contenido en este aminoacido en las especies usadas para su dieta y
segun los resultados obtenidos en el Plan Nacional “Optimizacion del engorde de pulpo” (2007-
2009) de JACUMAR, se estiman unas concentraciones finales de 579, 1579 y 3579 mg de Arg por
cada 100 g de pienso respectivamente. Estas concentraciones cubririan el rango observado en los
tejidos del pulpo (de 3000 a 3500 mg de Arg por cada 100 g de peso humedo).

Se prepard una papilla de alginato (65 g de Pokel Merl por cada litro de agua destilada), la
cual se mezcld con la boga (Boops boops) y el langostino (Hymenopanaeus muelleri) triturados y
totalmente limpios de escamas, espinas y caparazones; ademas se afiadié colesterol (95% de
pureza y estabilizado con alfa-tocoferol, de la casa ACROS) y la correspondiente cantidad de L-
arginina pura (Scharlab, S.L.), todo ello mezclado adecuadamente con la ayuda de una mezcladora
semiindustrial. A este preparado se le afiadi6 en Ultima instancia una disolucién de calcio (100 g de
Pokel Cals por cada litro de agua destilada) que actua de endurecedor de la mezcla, también
ayudados de la mezcladora semiindustrial hasta conseguir una textura y aspecto homogéneos. El
pienso se distribuy6 en bandejas de plastico y se mantuvo en frio a 4°C durante al menos 24 horas
para su gelificacién y compactacion. Posteriormente se cortaron trozos rectangulares, que se
guardaron en bolsas y se congelaron para, en su momento, cortar las raciones exactas para cada
ejemplar.

Para estimar la estabilidad de los 3 piensos en el agua de mar, se realiz una prueba
que consistio en introducir una porcion similar a la suministrada a los pulpos (trozo de aprox. 3x3
cm) en un recipiente con agua de mar; se midi6 el peso inicial introducido y el peso pasadas 4 horas
y 24 horas. De esta manera se pudo determinar qué pienso ganaba peso gracias al agua y el que se
disgregaba y perdia peso. Las medidas se llevaron a cabo por friplicado. Con estos datos se
calcularon los siguientes indices:

- VP (%) = (Pf-Pi) Pi*100, que indica la variacion media del peso del pienso en porcentaje
después de sumergirlo en el agua.

- F = Pi/Pf, que representa un factor de correccion;

donde, Pi = peso inicial antes de sumergirlo; Pf = peso después de sumergirlo. El peso del
alimento sobrante de cada dia se multiplicd por este factor de correccion para el calculo de la
ingesta diaria.
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Tabla 1. Composicién porcentual de los ingredientes empleados en la formulacion de los piensos
experimentales.

Arginina Colesterol

Pienso Papilla Alg.* Disol. Ca+2**  Boga Langostino anadida afadido Total (g)
ARG-0 % 34.00 10.00 45.00 10.00 0.00 1.00 100.00
ARG-1 % 33.00 10.00 45.00 10.00 1.00 1.00 100.00
ARG-3 % 31.00 10.00 45.00 10.00 3.00 1.00 100.00

*Papilla de Alginato. Contiene 65 g de POKEL MERL en 1 litro de agua destilada (2,1, 2,0 y 1,9% de POKEL MERL por
cada 100g en los piensos ARG-0, ARG-1 y ARG-3, respectivamente).

**Disolucién de Calcio. Contiene 100 g de POKEL CALS en 1litro de agua destilada para los piensos ARG-0 y ARG-1, y
200 g por litro para el pienso ARG-3 (0,9, 0,9y 1,7% de POKEL CALS por cada 100g en los piensos ARG-0, ARG-1y
ARG-3, respectivamente).

Tanto el POKEL MERL como el POKEL CALS fueron proporcionados por Productos Sur, S.A. (Pol. Ind. Oeste, San
Ginés, Murcia).

2-3 Disefio experimental

Los 16 ejemplares seleccionados se alojaron individualmente en 16 tanques circulares de
220 litros donde se realizd la experiencia de engorde, y mantenidos en un sistema de recirculacién
de agua de mar en circuito cerrado, con filtracién mecéanica, biologica y ultravioleta, un tanque de
percolacion y una bomba de calor para el control de temperatura. Inicialmente los ejemplares se
aclimataron durante las 2 primeras semanas a las condiciones experimentales alimentdndose a
base cangrejo y boga descongelada, suministrada en dias alternos. Dichos tanques estaban
provistos de una malla “antifuga”, un reborde de estropajo con el mismo fin, y un tubo de PVC que
usaban de guarida. Diariamente se realizd un registro de la temperatura y del oxigeno disuelto, y
semanalmente del pH y de los productos nitrogenados. El fotoperiodo fue 12L/12D (37° 50°N, 0°
46'W), la temperatura del agua se mantuvo entre 16,3-19,1 °C (18,25 + 0,57 °C), la salinidad
constante a 37 °/y , pH entre 7 y 8, la saturacién de oxigeno disuelto en torno al 95-100% (98,11 +
1,35 %) de forma que no resultara limitante (Cerezo Valverde y Garcia Garcia, 2005), concentracion
amoniacal y nitritos por debajo de 0,2 mg/l y nitratos por debajo de 50 mgl/l.

Se establecieron 3 grupos experimentales: un grupo control ARG-0 del tanque 1 al 4 (N=4), un
grupo ARG-1 del 5 al 10 (N=6) y un grupo ARG-3 del 11 al 16 (N=6). El primer dia del experimento
(10-Marzo-2009) se muestrearon todos los ejemplares; el peso medio para los grupos ARG-0, ARG-
1y ARG-3 fue de 756 + 163 g, 755 + 88 g y 739 + 120 g, respectivamente. El experimento de
engorde con los piensos artificiales dur¢ 45 dias.

Los ejemplares se alimentaron 6 dias a la semana a saciedad, ayunando los sabados, hecho que
resulta beneficioso desde el punto de vista econémico y desde la eficiencia en el engorde (Garcia Garcia y
Cerezo Valverde, 2004, 2006). La comida fue suministrada a mano a las 09:00 horas de cada dia, y el
sobrante se retir también a diario transcurridas al menos 4 horas (13:00-13:30), salvo el domingo, que se
retird al dia siguiente. El alimento sobrante de cada dia se secd con papel absorbente, se peso, y se
multiplicé por el factor de correccion correspondiente indicado en la tabla 2 para el calculo de la ingesta real.
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Tabla 2. Resultados de la prueba de estabilidad en agua de mar de los piensos

experimentales.
Pienso 4 horas en agua 24 horas en agua
VP (%)’ F” VP (%) F”
ARG-0 (N=3) -0,37 1,00 -3,28 1,03
ARG-1 (N=3) 4,97 0,95 418 0,96
ARG-3 (N=3) 3,50 0,97 -1,95 1,02

* Variacion media del peso del pienso en porcentaje después de sumergirlo en agua.
** Factor de correccion para el célculo de la ingesta real.

2-4 Analisis bioquimico

Al final del experimento se realizd un analisis bioquimico de composicién corporal de los 16
ejemplares, asi como de los piensos suministrados, incluyendo humedad, proteina, grasa, cenizas y material
extraible libre de nitrégeno obtenido por diferencia. Dicho andlisis también se realizd6 a 3 ejemplares al
comienzo del experimento (control inicial). Para esto, se separé la glandula digestiva y se triturd, asi como el
resto del cuerpo sin la glandula digestiva, hasta homogeneizarlos, analizando por separado los animales
excluyendo la glandula digestiva (EGD) y por otro, la glandula digestiva (GD), calculando la composicién
corporal total (TCB), de acuerdo a la ecuacion: TCB (%) = EDGW*(EDG/100) + DGW*(GD/100) / (BW)*100,
donde BW es el peso del animal completo, EDGW el peso del animal sin la glandula digestiva, y DGW es el
peso de la glandula digestiva. Para los analisis se tomaron 2 gramos de muestra para los lipidos, y 1 gramo
para la humedad, proteina y minerales. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

La proteina bruta se determind por el método de Kjeldahl, usando un factor de conversién de 6,25
para la transformacion de nitrégeno en proteina. El contenido en lipidos se determind mediante extraccién
con éter etilico en un extractor SOXTEC AVANTI 2058. La humedad fue obtenida por desecacion (105 + 1°C,
24 h) hasta peso constante en una estufa KOWEL, D2 NOVA. Las cenizas se obtuvieron por incineracion en
un horno MUFLA (HOBERSAL, HD-230) a 450 + 2°C hasta peso constante. La energia bruta y la relacion
proteina / energia (P/E en g/MJ) se estimé usando los coeficientes de Miglavs y Joblinn (1989): proteina 23,6
kJ/g, lipidos 38,9 kJ/g y carbohidratos 16,7 kJ/g.

2-5 Parametros y analisis de los datos

Con todos los datos obtenidos se calcularon los siguientes indices: Pi = peso medio inicial; Pf =
peso medio final; IP = incremento de peso; TAA = Tasa de Alimentacion Absoluta (IT/t); TAR = Tasa de
Alimentacién Relativa (IT / ((Pi+Pf) / 2)*100; TAAP = Tasa Absoluta de Alimentacion de Proteina (PI/t); TAAL
= Tasa Absoluta de Alimentacion de Lipidos (LI/t); TCA = Tasa de Crecimiento Absoluto (IP/t); TEC = Tasa
Especifica de Crecimiento ((Ln(Pf) — Ln(Pi))*100 / t); IEA = indice de Eficacia Alimentaria (IP*100 / IT); IC =
indice de Conversién (IT*100 / IP); PPV = Valor Productivo de la Proteina (proteina retenida*100 / (TAAP*t));
LPV = Valor Productivo de la Grasa (grasa retenida*100 / (TAAL*)); P/E = relacion energia/proteina en g/MJ;
DGI = indice de la glandula digestiva (DGW / P)*100); donde Pf = Peso final en gramos; Pi = Peso inicial en
gramos; t = tiempo en dias; IT = alimento total ingerido en gramos (alimento suministrado — alimento
sobrante*F), siendo F = factor de correccion para cada pienso; Pl = Proteina Ingerida (TAAP*); LI = Lipidos
ingeridos (TAAL*t); DGW = Peso de la glandula digestiva en gramos.

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final. 193



MINISTERIO SECRETARIAGENERAL MCUMAR
DE MEDIO AMBIENTE DEL MAR JUNTA NACIONAL

Y MEDIO RURAL Y MARINO ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

El efecto de las distintas dietas sobre los indices calculados se analizé con el ANOVA de un
factor (cantidad de arginina) y la significacion de las diferencias de los valores medios entre grupos
experimentales con el test de Tukey para numeros desiguales de muestras. Todos los indices y porcentajes
calculados se transformaron en logaritmos neperianos antes de realizar el ANOVA. Se establecié un nivel de
significacion p< 0,05.

3 Resultados

Las tres dietas formuladas mostraron una textura firme antes de ser introducidas en el agua de mar.
Se realiz6 una prueba de estabilidad, que evidencié una ligera pérdida de peso por disgregacion en el pienso
ARG-0 a las 4 horas tras su inmersion en agua de mar (-0,37 % de su peso inicial) y una ganancia por
hidratacion tanto del ARG-1 como del ARG-3, con unos valores del 4,97 y 3,50 % respectivamente. Después
de 24 h, los valores fueron diferentes, produciéndose una pérdida de peso en el ARG-0 y el ARG-3 (-3,28 y -
1,95 % respectivamente), y un incremento en el peso en el ARG-1 del 4,18 % de su peso inicial (tabla 2).

En cuanto a la composicion nutricional, las tres dietas mostraron unos valores de humedad muy
similares, entre el 73 y 75 % de su peso, por lo que se pueden considerar piensos ‘humedos”. Los
porcentajes de grasa y cenizas también fueron similares, sin embargo, el porcentaje de proteina aumenté y el
del MELN disminuyé conforme aumentaba el grado de suplementacién en arginina. La relacion proteina /
energia (P/E) también fue mayor a medida que aumentaba el aporte de arginina (20,65, 23,22 y 27,83 g/MJ,
para ARG-0, ARG-1y ARG-3 respectivamente) (tabla 3).

Al comienzo del experimento no existieron diferencias significativas entre los pesos medios iniciales
(Pi) de los distintos grupos experimentales, asi como tampoco entre los pesos finales (Pf) (tabla 4). No
obstante se observé un mayor IP en aquellos grupos alimentados con los piensos suplementados (ARG-1y
ARG-3, 136 £ 47 y 138 + 61 g, respectivamente) frente al grupo ARG-0 (118 + 85 g), aunque esta diferencia
no fue significativa (p>0,05) observandose una supervivencia del 100% en todos los grupos experimentales.
Este hecho también se reflejo en la tasa especifica de crecimiento (TEC), con un valor maximo en el grupo
ARG-3 (0,39 £ 0,18 % P/dia). No se observaron diferencias para la tasa de alimentacion absoluta (TAA),
aunque si existieron entre la tasa de alimentacion absoluta de proteina (TAAP) y la tasa de alimentacion
absoluta de lipidos (TAAL) de los distintos grupos. La TAAP fue superior para el grupo ARG-3 y la TAAL en
los grupos ARG-1 y ARG-3 respecto del grupo ARG-0. En cuanto a los indices de aprovechamiento de la
dieta, no existieron diferencias significativas para el IEA, IC ni para el LPV, sin embargo, el PPV fue
significativamente mayor en los grupos ARG-0 y ARG-1 respecto al grupo ARG-3. Los demas indices
reflejados en la tabla 4 no mostraron diferencias significativas.

Tabla 3. Resultados del analisis de composicion de los piensos experimentales.

Pienso Humedad  Proteina Grasa Cenizas  M.E.LN.!  Energia P/E?
(%) (%) (%) (%) (%) (kJ100g)  (g/MJ)

ARG-0 74,35+0,3311,65+0,59 4,35+0,77 2,46 0,11 7,20 564,26 20,65

ARG-1 7517 +£0,7514,10+0,33 6,42+ 0,12 2,85+0,08 1,46 606,99 23,22

ARG-3 7311+0,7217,84 +0,49 526 £ 0,62 2,87 £0,15 0,92 641,01 27,83

TM.E.L.N. = Material extraible libre de nitrdgeno.
2P/E = Relacion proteina / energia
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Tabla 4. indices calculados en los grupos experimentales.

Pienso ARG-0 ARG-1 ARG-3 ANOVA
N 4 6 6

Pi g 756 + 163 755 + 89 739 + 121 ns
Pf g 874 + 228 892 + 74 877 £ 113 ns
1P g 118 £ 85 136 + 47 138 + 61 ns
TAA  g/dia 16,79+4,51 17204291 20,30 + 2,61 ns
TAAP  gidia  196£0522  242£0412 3,620,470 *)
TAAL  g/dia 0,730,202 1,10£0,1% 1,07 +0,14° (*)
TAR  opidia  207+032  211+042  255+043 ns
TCA  g/dia 262+189  302+104  308+1,35 ns
TEC  opidia  031+117  037+015  0,39+0,18 ns
IEA % 1437+7,05 17,23+355 14,89 + 6 44 ns
IC 926+669 598+105  931+785 ns
PPV % 32,84 £10,30° 30,85+8,362 15,95+ 8,510 *)
LPV % 563+607 543+136  393+445 ns
DGl % 262+089  330+053  304+055 ns

ns = no existen diferencias significativas (p>0,05)
(*) = nivel de significacion (p<0,05). Valores con superindices distintos indican diferencias significativas
entre grupos.
Pi = peso medio inicial; Pf = peso medio final; IP = incremento de peso;

TAA = Tasa de Alimentacion Absoluta; TAR = Tasa de Alimentacion Relativa;

JACUMAR

JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

TAAP = Tasa Absoluta de Alimentacion de Proteina; TAAL = Tasa Absoluta de Alimentacion de Lipidos;
TCA = Tasa de Crecimiento Absoluto; TEC = Tasa Especifica de Crecimiento; IEA = Indice de Eficacia

Alimentaria;

IC = ingice de Conversion; PPV = Valor Productivo de la Proteina; LPV = Valor Productivo de la Grasa;
DGI = Indice de la glandula digestiva.
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Tabla 5. Composicién nutricional de los grupos experimentales.

Pienso CONTROL ARG-0 ARG-1 ARG-3 ANOVA
N 3 4 6 6
TBC!
Humedad 8166+232 80,80+£108 8004+083 8117055 ns
Proteina 14544227  1608+069 1619+091 1526066 ns
Lipidos 0224007  041£022  050£0,10  0,38+023 ns
Cenizas 24540170 225+016%  205+007°  229+0,10° ()
MELN? 112+£022 0474040  121+014  091£056 ns
EDG?
Humedad 8198+237  8111+£093  8051£083  8149+0,60 ns
Protein 14434232  1606+070 1617+£095  1518+0,69 ns
Lipidos 0194007  025%016  017+005  0,21+021 ns
Cenizas 2464019 22640160  207+007  230%0,10° )
MELN2 093£024%  032£038 108015 0,83 %051 ()
DG?
Humedad 7133+184  69,67+407 6609+152 7150446 ns
Proteina 1797134 1689+105 1707+081 17,70 £101 ns
Lipidos 13440422  533+£347% 0834248 562 +368% ()
Cenizas 2154015  183%025  170£028  1,75+036 ns
MELN? 7204035  628+126  531+201  343%076 ns

ns = no existen diferencias significativas

(*) = Nivel de significancia (P<0,05)
1 TBC = composicién corporal total
2 EDG = composicion sin la glandula digestiva

3 DG = composicion de la glandula digestiva

En cuanto a la composicion nutricional de los ejemplares de O. vulgaris de cada grupo
experimental (tabla 5), no se encontraron diferencias significativas en los valores de humedad y
proteinas entre los grupos en ningun compartimento. Si se observaron diferencias significativas
en la composicion lipidica a nivel de la GD, con valores mayores en el grupo ARG-1 respecto del
grupo control, no existiendo diferencias en el resto de los grupos. Las cenizas mostraron mas
variabilidad, observandose diferencias significativas tanto en la fraccion EDG como a nivel de la
composicion corporal total (TBC), con valores significativamente mayores en los grupos control y
ARG-3 respecto del grupo ARG-1. Los valores de MELN en el grupo ARG-1, correspondientes a
la fraccion EDG, fueron significativamente mayores respecto del grupo ARG-0, no observandose
diferencias en el resto de los grupos.
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4 Discusion

Las dietas experimentales elaboradas fueron aceptadas por todos los ejemplares de O.
vulgaris objeto de estudio. Dado la firmeza y textura de los piensos suministrados, los pulpos fueron
capaces de manipularlos con facilidad y fueron ingeridos sin problema, como ya se habia visto en
otros trabajos con este tipo de piensos humedos (Cerezo Valverde et al., 2008; Quintana et al.,
2008; Rosas et al., 2008).

No obstante, tal y como se refleja en la revision de la tabla 6, las experiencias de engorde
de cefalépodos con dietas artificiales han sido variadas, y han producido resultados dispares en
cuanto a la aceptacion e ingesta de los piensos y el crecimiento obtenido. Desde los afios 90 hasta
practicamente la fecha actual, los crecimientos obtenidos han sido nulos, e incluso negativos, en
diferentes especies de cefalopodos. Ha sido en los ultimos afios, con el uso de piensos humedos,
cuando se han producido crecimientos positivos y buenas tasas de alimentacion. Los piensos
humedos parecen solucionar el problema de la baja palatabilidad observada con los piensos secos
y son mejor aceptados por los animales. Sin embargo, el conocimiento de los requerimientos
nutricionales en cefalopodos estd aun en una fase inicial, debido al poco tiempo que se llevan
estudiando los piensos de composicién nutricional conocida.

Es interesante sefalar que los resultados que se obtienen con las dietas artificiales no son
tan buenos como los producidos por las dietas naturales, incluidos los obtenidos en el presente
estudio. Como muestra el grafico 1, las TAA son mayores con una dieta a base de cangrejo que
comparadas con la mayoria de dietas artificiales empleadas, aunque con diferentes piensos
artificiales se alcanzan valores parecidos a los conseguidos con pescado. Los resultados obtenidos
en la TAA con la dieta ARG-1, en el presente estudio, son similares a los obtenidos en otros
ensayos con diversas dietas artificiales. Hay que resaltar que las altas tasas de ingesta registradas
con las dietas a base de pasta de calamar o langostino aglomeradas con gelatina, ensayadas por
Quintana et al., 2008, no son del todo reales ni comparables, ya que no se tuvo en cuenta a la hora
del calculo los indices de lixiviacion de los piensos empleados, sobreestimandose el dato.
Igualmente, los crecimientos producidos con una dieta artificial, hoy por hoy, son peores que los
obtenidos con las dietas naturales, quiza por la baja ingesta comparada con una dieta a base de
crustaceos, por el pobre aprovechamiento de la dieta o por una inapropiada composicién nutricional:
balance inadecuado de aminoacidos y/o &cidos grasos esenciales (Lee, 1994; Garcia Garcia y
Cerezo Valverde, 2006; Villanueva et al., 2004; Domingues et al., 2005) o déficit en algun otro
componente, que si esta presente en las dietas naturales en las cantidades necesarias, como por
ejemplo en cobre o el colesterol (Castro et al., 1993; Villanueva y Bustamante, 2006; Navarro y
Villanueva, 2000, 2003; Koueta et al. ,2002; Garcia Garcia y Aguado, 2002; Petza et al., 2006;
Moltschaniwskyj y Johnston, 2006).
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Tabla 6. Tasas de alimentacion relativas (TAR) y especificas de crecimiento (TEC) obtenidas en ensayos con
dietas artificiales en cefalépodos.

Especie Dieta Peso TAR TEC Referencia
P (9) (% P/dia) (% P/dia)
Octopus .
bimaculoides Pellets camarén 125 53 -10.5 Lee et al., 1991
Octopus Surimi (sabor cangrejo) 125 0.2 05 Lee et al., 1991
bimaculoides
Octopus Pellets pollo 125 27 58 Lee et al,, 1991
bimaculoides
Sepia officinalis Pellets peneidos 420 1-3 0.0-0.6 Lee et al., 1991
Octopus vulgaris Pellets peneidos >250 Palatable 0.0 Lee et al., 1991
Sepia officinalis Surimi (base de pescado) 75 39 0.54 Castro et al., 1993
Sepia officinalis Pellets camarén 75 1.0-3.0 0.33 Castro et al., 1993
Sepia officinalis Surimi (dieta semi-pura) 106 2453 -0.26-0.33 Castro et al., 1994
Sepia officinalis Surimi (suplementada) 322-451 2.6-2.8 -0.02-0.30 Domingues et al., 2005
Octopus maya Pienso seco 472 2.8 0.0 Domingues et al., 2007
Octopus maya Pellets (base de calamar) 486 Palatable -0.08 Rosas et al., 2007
Octopus vulgaris Pienso himedo (alginatos) 810 3.1 0.7 Cerezo Valverde et al., 2008
Octopus vulgaris Pienso himedo (gelatina) 852 1.3 0.22 Cerezo Valverde et al., 2008
Octopus vulgaris Pienso himedo (calamar) 506 8.6 1.4 Quintana et al., 2008
Octopus vulgaris Pienso himedo (camaron) 468 8.5% 0.6 Quintana et al., 2008
. . .
Octopus vulgaris Pienso himedo (2 % 715 2.0 0.45 Cerezo Valverde et al., 2009
glutamato)
. . o .
Octopus vulgaris P|§nso humedo (4 % mineral 691 05 0,69 Cere;o Valverde et al., sin
mix) publicar
. . 0 .
Octopus vulgaris Pienso himedo (1 % 675 29 0.82 Cere;o Valverde et al., sin
colesterol) publicar
Octopus vulgaris Pienso himedo (3 % arginina) 808 2.55 0.39 Presente estudio

*Sobreestimada por no tener en cuenta la disgregacion del

pienso.
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Figura 1. Comparacion de la TAA, TCA e IEA obtenidos tanto con dietas naturales como con dietas
artificiales.
TAA = Tasa de alimentacién absoluta; TCA = Tasa de crecimiento absoluto; IEA = indice de eficacia alimentaria;
ARG-1 % = Pasta de pescado y langostino con alginato, suplementada con 1% de arginina (Presente estudio).
GEL = Pasta de pescado y langostino con gelatina como aglomerante; ALG = Pasta de pescado y langostino con
alginato como aglomerante (Cerezo et al., 2008).
GLU 2% = Pasta de pescado y langostino suplementada con 2 % de glutamato aglomerada con alginato (Cerezo et
al., 2009).
COL 1% = Pasta de pescado y langostino suplementada con 1 % de colesterol, 2% de glutamato aglomerada con
alginato (Cerezo et al., sin publicar).
GPC = Pasta de calamar aglomerada con gelatina; GPL = Pasta de langostino aglomerada con gelatina (Quintana et
al., 2008).

En el presente estudio, la dieta suplementada con arginina produce unos mejores
crecimientos que la dieta que no incorpora el aminoacido, aunque las diferencias entre los grupos
no son significativas (tabla 4). Las diferencias entre los tres piensos (ARG-0, ARG-1 y ARG-3)
residen en el porcentaje de proteina y en el MELN que incorporan cada uno. La proteina va
aumentando conforme aumenta el grado de suplementacion. También, el porcentaje de MELN varia
entre los piensos, siendo mayor cuanto mas alginato (hidratos de carbono) presentan (tabla 3). Esto
se traduce en unas mayores TAAP en los piensos ARG-1 y ARG-3, aunque no se refleja en un
mejor aprovechamiento de la dieta, de hecho, el PPV del grupo ARG-3 es significativamente menor
respecto de los otros grupos. Esto puede indicar que la arginina adicionada como aminoacido libre
no es realmente aprovechada por los pulpos para crecer, sino que la utilizarian mas con fines
energéticos, desempefiando un papel ahorrador sobre el resto de proteina ingerida. Esta podria ser
la raz6n de que el crecimiento observado fuera ligeramente superior en ARG-1 y ARG-3, siendo la
proteina que es destinada al crecimiento en mayor proporcion la de la boga y la del langostino.
Como se muestra en el grafico 2, el PPV muestra un valor 6ptimo a partir del cual manifiesta una
clara tendencia decreciente conforme se incrementa la TAAP, evidenciado el “derroche” de proteina
a partir de este punto. Tal y como ocurre en trabajos previos, los valores de PPV en este estudio en
los grupos ARG-0 y ARG-1 (30-33 %) no difieren de los valores observados en dietas naturales
(valores para crustaceos del 27-49 % y para peces del 36 %, segun Garcia Garcia y Cerezo
Valverde (2006) y Cerezo Valverde et al. (2008)) ni respecto de otras dietas artificiales (28 % segun
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Cerezo Valverde et al. (2008) hasta un 45 % segun Cerezo Valverde et al. (sin publicar), sugiriendo
que las peores tasas de crecimientos observadas podrian deberse mas que a un mal
aprovechamiento de la proteina a una menor ingesta de alimento o a la falta de algin nutriente
especifico, como los comentados anteriormente. Por lo tanto, el grado de suplementacion que
produce un mejor rendimiento seria el correspondiente a la dieta ARG-1, con un IC de 5,98, mejor
que el de los otros grupos, y un PPV de 30,85 %, similar con el grupo ARG-0.

Debido a la ausencia de estudios sobre requerimientos de amino&cidos en cefalépodos, la
mayoria de la metodologia y resultados en acuicultura estan referidos a peces y crustaceos. En
peces, los requerimientos de aminoacidos esenciales han sido determinados empleando distintas
metodologias (Ketola, 1982): a) con dietas sintéticas en las cuales se suministraba una mezcla de
aminoacidos puros (Schuhmacher et al., 1997), b) suplementando una fuente proteica incompleta
con concentraciones crecientes del aminoécido deficiente o, ¢) complementando una fuente proteica
deficiente afiadiendo el aminoacido limitante en forma de otra fuente proteica que lo contenga. Con
los dos ultimos se han obtenido los mejores resultados de crecimiento y retencidn de nitrégeno,
ademas de considerarse protocolos mas factibles y practicos. Los peores resultados obtenidos con
la suplementacion de aminoacidos en forma cristalina en dietas deficientes se han atribuido a las
rapidas tasas de absorcion de éstos, puesto que una 6ptima sintesis proteica requiere que todos los
aminoacidos estén presentes simultdneamente y en cantidades adecuadas en los tejidos. Un
exceso en el suministro seria usado con propositos energéticos, 0 metabolizado en forma de grasa
o glucdgeno. Probablemente en el estudio presente haya ocurrido de forma similar, siendo aquellos
aminoacidos suministrados en forma libre los que han presentado una absorcidn més rapida y
empleandose con fines energéticos.

50

PPV = -10.362TAAP? + 53.472TAAP - 34.224
451 R?=0.59
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Figura 2. Curva de tendencia del PPV en relacion TAAP obtenidos con las dietas experimentales.
PPV = Valor productivo de la proteina; TAAP = Tasa absoluta de alimentacién de proteina.
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Atendiendo a la composicién nutricional de los ejemplares de O. vulgaris (tabla 5), el hecho
més destacable es el diferente contenido lipidico en la GD de los animales del grupo ARG-1 con
valores casi del 10%, y la ausencia de diferencias en el resto de fracciones. Igualmente, la dieta
suministrada a afectado a la composicién nutricional de la GD en trabajos previos (Moltschaniwskyj
y Johnston, 2006; Cerezo Valverde et al., 2008). Factores como una mayor TAAL y/o TAAP o una
menor utilizacion lipidica como fuente de energia podrian haber afectado aumentando el contenido
lipidico en la GD. Si bien, estudios previos no parecen apoyar esta hipétesis, puesto que los lipidos
predominantes en la GD de los cefalépodos suelen ser el colesterol, los lipidos polares (fosfolipidos)
y é&cidos grasos libres, con bajos niveles de lipidos de reserva (Almansa et al., 2006;
Moltschaniwskyj y Johnston, 2006; Sieiro et al, 2006). Ademas, tampoco existieron diferencias en el
contendido lipidico de la GD de los grupos ARG-0 y ARG-3 a pesar de la mayor TAAP de éste
ultimo, por lo que parece poco probable una transformacién metabolica del aminoécido en grasa. De
todos modos, parece evidente que los mejores crecimientos y estado nutricional de los pulpos
coinciden con niveles mas altos de lipidos en la GD sin existir necesariamente una mayor TAAL
(Cerezo Valverde et al., 2008), siendo necesario llevar a cabo en estudios futuros anélisis de las
distintas clases lipidicas de la GD para comprobar el verdadero efecto de la dieta suministrada.

Existieron diferencias en el porcentaje de cenizas en la fraccion EDG y TBC entre el grupo
control inicial y el grupo ARG-1, aunque probablemente mas que debido al efecto de la dieta, se
pueda atribuir a la mayor relacién pico del animal / peso total de los ejemplares, tal y como sugieren
otros autores (Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006), y razén por la cual estas diferencias no se
detectaron a nivel de la GD.

De modo contrario, el porcentaje en MELN fue superior en el grupo ARG-1. En este sentido
el metabolismo de los hidratos de carbono en los cefalopodos esta poco estudiado. Su composicidn
es inferior al 1 % (Vlieg, 1984). El glucogeno es el mas importante y se almacena en el musculo del
manto y no en la glandula digestiva, como ocurre en otros moluscos. También existe glucosa
circulante en el plasma y es utilizada como fuente de energia inmediatamente después de las
comidas, sin embargo en ayuno, la energia es aportada principalmente por las proteinas. Por otra
parte, durante el ejercicio si se movilizan las reservas de glucdgeno para obtener energia (O'Dor et
al., 1984). Se requieren estudios previos para comprobar si los mayores niveles de MELN
precisamente en estos animales se deben a una mayor acumulacion de glucégeno muscular, no
obstante, la contribucion relativa de este sustrato energético seria minima.

5 Conclusiones

- Los tres piensos elaborados con distintos grados de suplementacion en arginina fueron aceptados
por el pulpo generando un crecimiento significativo, no obstante los resultados obtenidos son peores
que los descritos con dietas naturales.

- La suplementacion con un 1 0 3 % de arginina estimulé ligeramente el crecimiento de los animales
pero no mejord el valor productivo de la proteina, sugiriendo que los beneficios de la
suplementacion se podrian atribuir al uso de los aminoacidos con fines energéticos y al ahorro de
proteina procedente del resto de ingredientes del pienso.

- La suplementacion con arginina no provocéd cambios significativos en la humedad o contenido en
proteina, pero se relacion6 con cambios en el nivel de lipidos en la glandula digestiva y el material
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extraible libre de nitrdgeno en la carcasa y sugiriendo una influencia sobre los procesos metabdlicos
de los animales que podrian ser objeto de estudio en futuras investigaciones.
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2.4. Desarrollo de pienso semihiimedo a partir de ensilado y pasta de
pescado.
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2.4.1. Ensilado y pasta de pescado: Introduccion.

ETPP-USC, CIMA, C.A. de Galicia.

En la actualidad, la generacion de residuos organicos por parte de las industrias pesqueras
o transformadoras de la pesca puede suponerles cierta carga econémica no deseada, asi como
problemas medioambientales por vertidos, el almacenamiento o tratamiento de los mismos
(Guerrero et al., 2006), lo cual estimula a la busqueda de coproductos a partir de estos mal llamados
residuos, cuando en realidad serian subproductos de la Industria. A lo sumo, estas empresas
regalan estos residuos a empresas que se los retiren para otros fines como es la elaboracién de
harinas de pescado u obtencion de sustancias funcionales como el quitosan (Adour et al., 2008).
Algunos de estos subproductos todavia poseen un alto valor biologico y pueden reciclarse para la
alimentacion de otros animales de interés (Lamas y Pascual, 1995), en este caso el pulpo vulgar,
pero un reciclaje diferente a la clasica elaboracion de harinas, de tal forma que se obtenga un
producto estable, inocuo y con mayor valor nutricional. Es de sobra conocido, los problemas
toxicoldgicos que implican la elaboracion tradicional de harinas de pescado (Ockerman y Hansen,
1994) y que podria repercutir en la salud de los animales a criar, si bien, la informacién cientifica a
este respecto es pobre.

El grupo de investigacion de Galicia plantea utilizar una tecnologia sencilla, conocida como
ensilado (Ottati y Bello, 1990; Vizcarra-Magaria et al., 1999), que permitiria mantener estos residuos
de una forma estable sin pérdidas de sus nutrientes, si bien estas informaciones previas del valor
biolégico de los ensilados depende de diversos factores, entre ellos el tipo y estado de la materia
prima. En este proyecto se plantea usar unas materias primas de forma monoespecifica sobre la
que no existen informaciones o experimentos previos; ademas, se buscara un soporte fisico basado
en hidrocoloides que alberge sus nutrientes y puedan se suministrados de forma sencilla a los
pulpos en cautividad. A medida que evolucionen las investigaciones se replanteardn nuevas
estrategias para conseguir el fin establecido.
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2.4.2. DESARROLLLO DE ENSILADOS DE SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA
PESQUERA.

ETPP-USC, CIMA, C.A. de Galicia.

MATERIAL Y METODOS.

a) Materias primas.

La elaboracién de ensilados se realiza con excedentes de la industria pesquera litoral
(Bacaladilla o Lirio Micromesistius poutassou) y partes de mejillon cocido (Mytilus spp) procedentes
de cocederos, que no son aptos para consumo humano unicamente por el aspecto comercial, y que
previamente habian sido congelados a -24°C. Las materias primas corresponden a la toma de
muestras del afio 2007.

b) Andlisis bioquimicos de materias primas y de ensilados de pescado.

Se evaluan los siguientes parametros fisicos: en los ensilados se determina el pH, medicion
directa con pHmetro CRISON salvo en los 5 primeros dias donde se toman 10 g de ensilado y 20
ml de agua destilada, se homogeniza con un Polytron KINEMATICA a 7000 rpm 1 min. y se
procede a su lectura. Densidad del ensilado: aplicacién directa de aerémetros (°Baumé); grado de
viscosidad empleando un viscosimetro rotativo VISCOLAB.

Los parametros quimicos empleados se clasifican como indicadores de alteracién: TVB
(Antonacopoulos y Vyncke, 1989) y aminas biégenas mediante técnica HPLC empleando gradiente
y deteccion fluorimétrica (Veciana et al., 1995); composicion elemental: los indicados en el apartado
b) de material y métodos, apartado 3.4.1

Relacion NNP/NT; el nitrégeno total (NT) se calcula segun el procedimiento de analisis de
proteina bruta Kjeldhal pero sin aplicar el factor x6,25 (AOAC, 1996). El nitrégeno no proteico (NNP:
pequefios péptidos, aminoacidos libres, aminas), segun Ke et al. (1990), se evalua realizando un
extracto acido TCA al 5% a partir de 10 g de muestra bioldgica. Una alicuota de 5 ml de digiere de
forma similar al procedimiento Kjeldahl de proteinas, calculando el contenido de nitrégeno.

c) Analisis estadistico. Todos los andlisis se realizan por triplicado, salvo que se indique lo
contrario. En el caso de materias primas se tomaron por cada réplica un pufiado de las mismas, con
lo que cada pool de mejillones (cocidos) representa unos 20-25 individuos o sus partes, pota
(indeterminado, en torno a 100 g), crustaceos 10-12 cabezas, bacaladilla 4-5 individuos y patexo 6-9
ejemplares (solo partes blandas del cefalotérax). Se aplicd un test de Rango Multiple de Duncan en
aquellos pardmetros que presentaron diferencias significativas segun un analisis de Varianza de una
via (a=0,05)

d) Ensilados de materias primas. Aiio 2007-2008.
d.1) Optimizacion del proceso de ensilado

Se elaboran ensilados de tipo bioldgico (microbioldgico) y quimico empleando como materia
prima en el ensayo de optimizacion la bacaladilla.

a.1) Ensilados biologicos (EBL).
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En un pool de 10 kg de restos de pescado (tamafio particula 3-4 cm), se realizan 2
sublotes empleando Lactobacillus plantarum al 1% (1,0x10"ufc/kg pescado) como
organismo starter:

e Sublote EBL1. al pool se incorpora 10% de fuente de hidrato de
carbono (jarabe de glucosa).

e Sublote EBL2. al pool se incorpora 20% de jarabe de glucosa.
a.2) Ensilados quimicos (EQL):

En un pool de 10 kg de restos de pescado (tamafio 3-4 c¢m) se incorporan los
siguientes acidos:

e acido férmico (adicion 1y 3 % sobre el pool, lotes EQL-f1 y EQL-f3,
respectivamente),

e &cido fosforico (1y 3 %, EQL-p1y EQL-p3, respectivamente).

Todos los ensilados se almacenan a temperatura ambiente, revolviendo la mezcla cada 12
horas los dos primeros dias. Los ensilados se mantienen por un periodo de tres meses.

Para evaluar la aptitud del ensilado desde un punto de vista nutricional, se estudia el
contenido proteico y la relacion nitrogeno-no-proteico (NNP)/nitrogeno-proteina (NP), la formacion
de bases volatiles (TVB) y aminas biégenas de alteracion.

Los parametros fisicos de pH y grado de viscosidad-densidad de la masa (°Baumée) nos
indican la velocidad de licuefaccion del ensilado y estabilidad del mismo.

d.2) Ensilado de materias primas

El proceso optimizado de ensilado desarrollado en la anterior tarea se aplica de nuevo a la
bacaladilla y resto de las materias primas propuestas (20 kg/lote); el almacenamiento se realiza en
depdsitos de 30 | con tapa y a temperatura ambiente (21,0£2,0°C), durante un periodo de tres
meses.

l. Ensilado Bacaladilla (lote EQL2)
II. Ensilado Crustaceos (EQG)
IIl. Ensilado Mejillén (EQM)
V. Ensilado Pota (EQP)
Se realizan analisis sobre: composicion elemental, NNP/NT, aminas y acidos grasos a dia 0,
15, 30,60y 90.
RESULTADOS Y DISCUSION.

a) Optimizacion del proceso de ensilado.

A continuacion se exponen los resultados de los parametros fisicos evaluados durante el
periodo de ensilaje. En la Figura 3 se refleja la tendencia del pH a lo largo de 90 dias de
almacenamiento.
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Figura 3. Evolucion del pH durante el ensilaje de bacaladilla o lirio.

Sélo los ensilados quimicos (ambos acidos) al 3% mantienen estable el pH a lo largo del
tiempo y por debajo de pH 4; el resto de lotes lo hacen por encima de pH 4, incrementandose
lentamente a lo largo del tiempo, mas répido en el caso de los ensilados microbioldgicos (EBL); el
uso de &cido al 1% no es eficaz a la hora de disminuir el pH y asi evitar la putrefaccion. El
mantenimiento del valor de pH por debajo de 4,0 va asociado a una mayor lisis muscular lo cual
favorece la licuefaccion del ensilado, con olores neutros hasta el final del estudio. En el caso del lote
EQL-p3, la acidez del medio no ayuda a mejorar la velocidad de licuefaccion del medio,
probablemente ya que las proteasas titulares acidéfilas se hallen en el pH limite de su actividad
Optima. El grado de licuefaccion se considera optimo cuando su densidad se halla en torno a
10°baumé, que en el caso del ensilado quimico con &cido formico al 3% es a los 30 dias, a
temperatura ambiente de entre 17 'y 22°C.

En los ensilados microbiologicos, el olor &cido inicial (que recuerda a productos de
industrias lacteas) pasa a manifestarse como sensaciones amoniacales y putrefactivas a partir del
dia 30, sin llegar a una licuefaccion adecuada (21,2°Baumé).

Los ensilados acidos al 1% y microbioldgicos no acidifican suficientemente el medio (pH>4)
lo que favorece el desarrollo de bacterias anaerobias alterantes, como lo manifiesta la presencia del
incremento del valor del nitrogeno de bases volatiles totales (TVB, Figura 4), en cuya formacion
también pueden participar las proteasas propias del pescado, y las aminas bidgenas (especialmente
cadaverina, figura 5).

El ligero incremento generado de nitrdgeno de TVB en los lotes quimicos EQL-f3 y EQL-p3,
puede ser debido a la actividad proteolitica. Por otro lado, la presencia de determinadas aminas
bibgenas, al ser indicadoras de actividad bacteriana, cantidades importantes de las mismas indican
que persisten microorganismos alterantes, destacando entre las aminas estudiadas (putrescina,
serotonina, agmatina, histamina, tiramina, feniletilamina, cadaverina, triptamina, espermidina y
espermina) la formacion de cadaverina hasta el final del periodo de estudio (figura 5), seguida por la
putrescina. Otras aminas como histamina, espermidina y espermina permanecen constantes
durante todo el estudio. Triptamina, tiramina, serotonina y feniletilmania no se forman.
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Figura 4. Formacion de bases volatiles durante el ensilaje de bacaladilla o lirio.

ug CAD/100g Cadaverina ensilados bacaladilla
1899
b
1688 —e—EBL-1
900 —=—EBL-2
o
‘5‘00 EQL-3
%§§ — —%—EQL-p1
100 fam——————— /;/ — —e_EQL-p3
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84
dias

Figura 5. Formacion de Cadaverina durante el periodo de ensilaje de bacaladilla.

En la Figura 6 se muestran la relacion de las diferentes fracciones nitrogenadas del
ensilado quimico de bacaladilla. El nitrégeno total se mantiene estable a lo largo de 2 meses, a los
15 dias el nitr6geno proteico y no proteico se equilibran, posteriormente la tasa de nitrogeno no
proteico aumenta paulatinamente hasta los 60 dias de almacenamiento, durante este periodo de
nitrdgeno amoniacal (pardmetro de alteracion) es practicamente inexistente.

Los resultados del ensilado quimico de bacaladilla realizado con &cido formico al 3% (lote
EQL-f3) ha resultado ser el més estable a lo largo del periodo de almacenamiento a la vez que es el
que mejor mantiene las sus cualidades sensoriales y nutricionales.

El ensilado quimico realizado con mejillén cocido tarda mas en licuar, probablemente
debido a la desnaturalizacion de los enzimas del mejillon, a pesar de que el pH observado esté por
debajo de 4.0, permanece como una masa densa a dia 35 (>39°Baumé). La licuefaccion mas rapida
ocurre en el ensilado de gambas (a los 7-15 dias tiene 15°Baumé).
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Figura 6. Evolucion de las fracciones nitrogenadas de ensilado quimico de lirio.

En vista de que el ensilado de mejillon no ensila de la forma esperada (al igual que el de
cabezas de langostinos y pota) y dada su riqueza nutricional, se plantea realizar nuevos ensayos de
ensilaje mezclando mejillon (aportaria minerales, acidos grasos y colesterol) y bacaladilla (que
compensaria con mas proteina).

b) Ensilado a partir de subproductos de la industria pesquera.

En el segundo afio de proyecto fue complicado conseguir residuos de crustaceos y pota, ya
que son revalorizados por parte de otras industrias transformadoras, por lo cual se descartd su
ensilaje al poder presentar futuros problemas de suministro. Para realizar los cebos para la
alimentacion del pulpo, se procedio a la elaboracion de ensilados quimicos:

1) a base de lirio
2) mezcla 1:1 de lirio:mejillon.

Los resultados de los analisis quimicos de los 2 tipos de ensilados quimicos se muestran en
la Tabla X.

Como podemos observar a la vista de los resultados, los valores de TVB son mayores para
el caso del ensilado de lirio, puesto que en el ensilado de lirio:mejillon, el mejillon del que partimos
procedia de un cocedero, lo que implica que en esta materia prima los enzimas que generan los
compuestos nitrogenados volatiles estan inactivados, de ahi que se observen menores valores de
TVB para el ensilado que contiene mejillon. Los valores de TBA se explican desde el punto de vista
del contenido graso de la materia prima de la que partimos, es decir, como el mejillon tiene mayor
contenido graso que el lirio, éste puede sufrir mayor oxidacion lipidica (medida por el indice de TBA)
y de ahi que el ensilado que contiene mejillon alcance valores més altos de TBA que el que contiene
solo lirio. Por otro lado, el NT se mantiene en ambos ensilados, un 0,1% superior en el caso del
ensilado de lirio, si bien no se observan diferencias significativas entre ambos ensayos. Sin
embargo, la pérdida de actividad enzimatica en el ensilado (menor tasa de pescado fresco) se
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manifiesta en el lote de ensilado Lirio:mejillon, al presentar diferencias significativas respecto a la
formacion de NNP, lo cual se traduce en una mayor tasa de proteina como tal (NP).

Tabla X. Resultados quimicos de ensilado de lirio y de lirio:mejillon (1:1).

Dias Lirio
pH TVB* TBA! NT* NNP* NP*
1 3,562 14,022 0,689° 2,652 0,042 2,612
2 3,6920 17,372 0,882 2,60? 0,66° 1,9420
9 3,830 36,46° 1,3982 2,532 1,15 1,380
26 3,920 49,98¢ 0,7622 2,582 1,52¢ 1,060
Lirio:mejillon

1 3,322 9,562 3,5447 2,482 0,032 2,452
2 3,372 8,322 3,990° 2,432 0,560 1,870
9 3,4220 16,560 4,393 2,592 1,01c 1,58P
26 3,580 21,49 3,382 2,532 1,27¢ 1,26°

TBA: 1, indice de TBA (mg TBARS /kg); * TVB (mg N/100g); * g N/100g. Letras en mindscula diferentes en
superindice indican diferencias significativas (p>0,05) entre los datos de una misma columna y para cada ensilado.
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2.4.3. Desarrollo de cebos a base de ensilado y pasta de pescado con
hidrocoloides de naturaleza glucidica para pruebas de engorde.

ETPP-USC, CIMA, C.A. de Galicia. Colaboran CEP (Asturias), ICCM (Canérias).

MATERIAL Y METODOS.

a) Materias primas. Los pescados empleados son mejillén cocido procedente de los restos
no comerciales de cocederos, bacaladilla fresca (Micromesistius poutassou) de la flota de arrastre
de Celeiro y cangrejo (Carcinus maenas) facilitado por el equipo de investigacion de Asturias. Todas
las muestras bioldgicas se congelan a vacio y -24°C hasta su elaboracion para ensilados o pastas.
También se emplea para la elaboracion del cebo surimi, pasta de pescado ya preparada, facilitada
por empresas transformadoras de pescado.

Los hidrocoloides de naturaleza glucidica y aditivos empleados para el desarrollo de experiencias de
cebos son obtenidos de diferentes casas comerciales, aromas de langosta y sepia de Givaudan,
Pokel Merl, C-Polar Tex (carragenato de Kappa), carragenato lota, goma xantana, goma garrofin y
goma guar de Cargill, almidon modificado (HASENOSA) y sulfato de calcio 2-hidrato de PANREAC.

b) Analisis bioquimicos. Composicion elemental, fraccion nitrogenada, acidos grasos y
TVB. Ver apartado b) de experiencia 3.4.1 (material y métodos).

c) Desarrollo de productos termoformados (cebos) a base de hidrocoloides
glucidicos.

Se desarrolla un producto semisdlido, de aspecto gomoso, empleando las siguientes gomas
o hidrocoloides o las mezclas de éstas: Goma guar, goma xantana, goma garrofin, carragenato de
Kappa, carragenato lota, alginato sodico, almidon modificado, concentrado de proteina de soja, y
productos comerciales Pokel Merl®, C-Polar Tex®. El fin es obtener un soporte fisico que en el
medio marino retenga los nutrientes y que permita la liberacion de sustancias aromaticas, que no
flote, que sea facil de manipular por el operario, y que sea facil al corte por el pulpo. De forma
mecanica artificial se realizan experiencias en este sentido para lograr tal fin.

Durante los primeros ensayos se elaboran cilindros de 6 cm de diametro por 15 cm de largo.
Los hidrocoloides que precisen calor, se disuelven en " del agua a emplear y se completa con agua
a temperatura ambiente, dejando enfriar en nevera (4°C) hasta su completa gelificacion. La
proporcion total de hidrocoloide o sus mezclas en agua varia del 0,15% al 2,0%, hasta conseguir
una estructura firme, resistente a una presion suave (fuerza 80°bloom, evaluado mediante
texturometro TA.XTplus), sin deformaciones o roturas por presion manual, y que sea limpio al corte
(sin desgarros) de un simple cuchillo.

Los hidrocoloides seleccionados se mezclan en diferentes proporciones del ensilado (25
80%). Asi, 7 del ensilado se calienta con el fin de disolver previamente la mezcla de hidrocoloides,
afnadiendo el porcentaje de ensilado restante y posteriormente se mantiene en cdmara fria a 4°C
toda la noche. Las caracteristicas fisicas de la mezcla ensilado:hidrocoloides son las mismas que
las indicadas en parrafos anteriores.
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Una porcion de cada ensilado se neutraliza hasta un pH entre 5,5 y 7 con diferentes
agentes alcalinizantes (NaOH, Fosfato potasico; acetato de sodio), puesto que al tratarse de un
producto con pH en torno a 4 los hidrocoloides ensayados no gelifican. Una vez neutralizado, se
combind con la mezcla de aditivos y tras introducir la pasta resultante en una bolsa retractil y dentro
de un recipiente adecuado de acero inoxidable, se cocid hasta alcanzar el centro del cebo una
temperatura de 80 °C lo que nos asegur6 una gelificacion adecuada, enfridndolo rapidamente en un
bafio de hielo con agitacion.

La realizacién del cebo se realiza segun describe Lopez et al. (2009), para cuya
composicién (ver Tabla XI), se aplica un 14% de una mezcla de aditivos (Mezcla A),
correspondiente a una formulacién comercial aplicada a productos carnicos, formado por:
carragenato Kappa 0,2%, concentrado de proteina de soja 2,3%, goma garrofin 0,2% v tripolifosfato
0,5% y surimi, sobre la masa total (cebos 1 a 2). Se realizaron otros cebos de la misma forma
anteriormente descrita, a los cuales se le afiadieron 2% de Aromas de sepia y de langosta (marca
comercial GIVAUDAN®) a fin de hacer un producto con un poder atrayente para el pulpo desde el
punto de vista sensorial (cebos 3 y 4). Se repiten las experiencias con materias primas de invierno:
Cebos 7y 8.

Tabla XI. Composicion de cebos elaborados a partir de
Ensilados de pescado.

Cebo Ensilado Ensilado Aroma Givaudan
lirio lirio:mejillén sepia langosta

Cebos con 14% de mezcla hidrocoloides mezcla A

1 X

2 X

3 X X

4 X X

7 X

8 X
Cebos con 2% de mezcla hidrocoloides mezcla B

5 X

6 X

Paralelamente a estas pruebas, se realizan otros dos cebos con 2% de mezcla de aditivos
(mezcla B): carragenato Kappa, goma xantana y goma garrofin (1:0,5:0,5). El cebo elaborado con
esta mezcla B se preparaba afiadiendo los aditivos al ensilado previamente calentado a ebullicion y
se homogeneizaba con una turmix para evitar asi la formacion de grumos. Cebos 5y 6.

Otra experiencia implica secar el gel seleccionado, en estufa de aire forzado a una
temperatura de 60-65°C, hasta una humedad del 13%.

Para la elaboracion de los lotes de cebos a partir de pasta de pescado, las materias primas
(bacaladilla entera, mejillon cocido, cangrejo entero) se pican a través de una picadora MAINCA de
la industria carnica a través de una rejilla de salida de 5 mm de diametro de poro, mezclandolos con
diferentes ligantes o hidrocoloides (ver Tabla XIl). Los cebos a base de pasta de pescado se
procesan en caliente, usando 14% de Mezcla A y posterior gelificacion a 80°C, tal y como se ha
descrito anteriormente.
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Tabla XlI. Composicién (%) de materias primas en cebos
elaborados a partir de pasta de pescado.

CEBO LIRIO MEJILLON CANGREJO
11 100 - -

12 80 20

13 50 50 -

14 40 30 30

15 - 50 50

Estos cebos se envian a los grupos de investigacion de Asturias y Canarias para los
correspondientes estudios de aceptacion y engorde.

RESULTADOS Y DISCUSION.

a) Desarrollo de soportes fisicos para retener nutrientes de ensilados.

De las mezclas de hidrocoloides desarrolladas inicialmente en agua, la mezcla resultante
ideal estd compuesta por carragenato (0,5%), xantana (0,25%) y garrofin (0,25%).

La combinacién que mas se ajusta a las caracteristicas anteriores se mezcla en diferentes
proporciones con el ensilado quimico obtenido de bacaladilla. Las primeras pruebas ofrecen
resultados negativos, ya que la estructura no gelificaba (se desmoronaba al desmoldear),
atribuyéndolo al pH &cido del ensilado (en torno a 4,0), pues el control (hidrocoloide:ensilado 100:0,
pH 6,5) era el Unico experimento que gelificaba.

En siguientes experiencias, antes de mezclar el ensilado con el hidrocoloide, el pH del
ensilado se aumenta hasta un valor comprendido entre 5,5 y 6,2 (el habitual en los productos
pesqueros), repitiendo la experiencia anterior de mezclado con hidrocoloides. En este caso si existe
gelificacion hasta la incorporacion de un 70% de ensilado. Tasas mas elevadas de ensilado debilitan
la fuerza del gel.

El cebo incluido en agua salada (3,5% CINa) aguanta bien su estructura sin deformarse o
aumentar demasiado de tamafio al cabo de 24 horas, al mismo tiempo libera sustancias aromaticas
como se puede observar por el color ligeramente amarillento que se aprecia en el agua (sin ningun
tipo de agitacion o flujo) y el olor. Ademas, su caida en la columna de agua es lenta, lo cual podria
facilitar la estimulacion visual del pulpo.

Los productos desecados hasta una humedad del 13% son mas faciles de transportar y de
preservar, se trocean y se analiza TVB, composicion elemental, cidos grasos y aminoacidos libres.
Estos dos ultimos parametros son de gran ayuda para evaluar la calidad nutricional de los cebos, ya
que el proceso de ensilado y el de secado del gel pueden favorecer oxidaciones y pérdidas de
nutrientes, probablemente como resultado de la reaccién de aminas/aminoacidos del ensilado con
los monosacaridos de los hidrocoloides (reaccion de Maillard).

Otra mezcla de aditivos ensayada (Mezcla A) es tomada de la Industria transformadora de
productos carnicos (fiambres), que tras mezclar con el ensilado, el gel resultante es firme pero con
una textura ligeramente blanda, y méas facil de disgregar manualmente si se compara con los geles
correspondientes a los hidrocoloides de la Mezcla B.
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Tras neutralizar los ensilados, para la realizacion de diferentes lotes de cebo, se emplearon
2 mezclas de hidrocoloides (Mezcla Ay B) y atrayentes comerciales de aroma de langosta y sepia,
lotes cuyos resultados quimicos se muestran en la Tabla XIII. La textura de los cebos posee una
estructura firme, ligeramente dura, quebradiza que en nuestra opinion era la adecuada para la
alimentacion del pulpo. Ademas con la temperatura de coccion a 80°C (la més baja con la que
pudimos trabajar para la completa gelificacion de los hidrocoloides) se minimizan las posibles
pérdidas de nutrientes y se evita la aparicion de aromas anémalos que pudieran provocar el rechazo
en el pulpo.

No existen diferencias significativas entre las muestras de lirio:mejillon con y sin aroma
(cebos 2 y 4) al igual que ocurre entre los cebos de lirio (cebos 1y 3); sin embargo, tal y como
ocurria para el caso del ensilado, los valores de TVB son superiores para el cebo elaborado con
ensilado de lirio como materia prima.

Tabla XIlIl. Composicion elemental, fraccién nitrogenada y BVT de cebos a base de
ensilados con mezcla de aditivos Ay B.
CEBO H* c* G* p* NT** NNP** NP** TVB*™*
68,27 792 1,56 16,69 2,67 0,87 1,80 33,96
6858 707 137 16,31 2,61 0,79 1,82 17,43
66,91 869 077 1719 275 0,99 1,76 35,82
6853 699 135 16,31 2,61 0,79 1,82 19,02
71,22 7,87 1,99 15,69 2,51 0,59 1,92 35,01
7209 685 212 15,00 2,40 0,66 1,74 17,40
69,02 687 1,21 17,50 2,80 0,62 2,18 26,67
67,83 7,31 1,82 18,06 2,89 0,52 2,37 17,65
H: Humedad, C: Cenizas; G: grasa; P: proteina bruta; NT: Nitrégeno total; NNP: Nitr6geno
no proteico; NP: Nitrogeno Proteico; TVB: Bases nitrogenadas volatiles totales .
* expresado como g/100g; ** expresado como g N/100g; *** expresado como mg N
BVT/100g.

Los cebos descritos fueron enviados a Asturias, Canarias y Murcia para averiguar si eran o
no adecuados por su textura, y si el pulpo lo aceptaba o no. Como las cantidades enviadas eran
pequefas, (en principio se trataba sélo de juzgar su textura en pruebas preliminares de aceptacion)
se volvieron a repetir las pruebas de cebo con la mezcla de aditivos A, de mayor contenido proteico,
puesto que el otro cebo elaborado con la mezcla B produciria un efecto “saciante” en el pulpo y
evitaba asi la ingesta de alimento con la consiguiente pérdida de cebo en los estanques, pérdida de
crecimiento y engorde de pulpo, objetivo principal en este proyecto.

ONOoO TR~ WN

Al comparar los resultados encontrados para el mismo cebo realizado con distinta materia
prima, observamos que las diferencias en general no son significativas, a excepcion del valor de
TVB para el caso de los cebos 1y 7, puesto que inicialmente tenia un valor de 33,96 y ahora ese
valor ha disminuido hasta 26,67 mg/100 g. Asi mismo, el valor del contenido graso del cebo
elaborado con ensilado de lirio:mejillon (cebos 2 y 8) ha aumentado ligeramente, debido al mayor
porcentaje de grasa que contiene el mejillén seleccionado para el cebo 8. Se observa que la tasa
proteica se mantiene en todos los lotes a excepcion de los lotes Cebos 5y 6, elaborados con una
tasa inferior de aditivos sin proteina afiadida (mezcla B), dado que la Mezcla A posee entre sus
componentes proteina de soja, de ahi el ligero incremento de este nutriente. Sin embargo, la
proteina bruta es el reflejo de la conversion del valor de NT por el factor 6,25, al cual si le
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sustraemos el NNP, da un valor méas real del contenido de masa proteica (NP). Los valores de NP
en los lotes elaborados con materias primas de invierno (cebos 7 y 8) son significativamente
superiores a los demas lotes, especialmente los elaborados en condiciones similares (materia prima
de época estival), lo cual indica que la materia prima poseia un mayor grado de frescura, por lo cual
sus componentes nitrogenados tenian un menor grado de alteracion, tal y como reflejan los valores
de NNP y TVB, mas bajos respecto a los demés cebos. En cualquier caso, la presencia de mayor
tasa de bacaladilla en los cebos, implica una mayor tasa de NNP y TVB con respecto a los cebos
homdlogos que emplean un 50% de mejillén en su composicion.

b) Cebos elaborados a base de pasta de subproductos de la industria pesquera.

Los cebos de ensilados se comparan con cebos elaborados a base de pasta de pescado,
concretamente, bacaladilla (lirio), mejillon cocido y cangrejo comun recogidos en época hibernal.
Para su reestructuracion se emplea un 14% de mezcla A de aditivos como se explicé anteriormente.
El cebo obtenido con pasta de pescado tiene una textura mas dura y firme que el elaborado con el
ensilado (tanto los cebos de lirio como de lirio:mejillon), cuya textura, aunque firme y consistente,
era mucho mas blanda. Ademas, en el caso de cebos desarrollados a partir de ensilados, la mejor
textura se consigue con la Mezcla B, mas firme y cohesivo pero fragil (fractura con baja presion); la
mezcla A da cebos de ensilado mas quebradizos. La composicion de estos cebos desarrollados a
base de pasta de pescado se muestra en la Tabla XIV.

Tabla XIV. Composicion elemental, fraccion nitrogenada y BVT de cebos a base de pasta
de pescado con mezcla de aditivos A, a partir de materias primas de invierno.

CEBO H  C G P~ NT™ NNP* NP*  TVB™
11 6895 506 150 185 297 037 260 2660
12 6961 519 124 1768 283 038 245 21,79
13 7046 435 174 1750 280 027 253 14,19
14 6920 996 162 1475 236 - : :

15 6933 1148 114 1219 195 -

H: Humedad, C: Cenizas; G: grasa; P: proteina bruta; NT: Nitrégeno total; NNP: Nitr6geno
no proteico; NP: Nitrogeno Proteico; TVB: Bases nitrogenadas volatiles totales .

* expresado como g/100g; ** expresado como g N/100g; *** expresado como mg N
BVT/100g.

El valor de TVB es menor en el cebo elaborado con cangrejo y al contrario mayor en el caso
del lote desarrollado con lirio al 100%; esto puede ser debido a que los principales enzimas
formadores de los compuestos nitrogenados volatiles son mas abundantes en el musculo y
visceras de pescado, siendo el aporte del cangrejo mucho menor, al tener una fraccion muscular
baja, lo que implica que tiene menor cantidad de enzimas que actian degradando el producto y
aumentando el valor de TVB. Por otro lado, para agilizar su manipulacion durante el proceso de
elaboracion de los cebos, su carne va acompafiada de una gran fraccion de endoesqueleto, de ahi
que los cebos 15y 16 presenten mayor tasa de cenizas, lo que al final repercute en la tasa proteica,
las mas pequefias significativamente respecto a los demas cebos elaborados a base de pasta de
pescado. El resto de constituyentes nutricionales (lipidos) son similares entre los diferentes lotes.

El analisis de &cidos grasos (AG, Tabla XV) de las materias primas, del cebo realizado con
pasta y mezcla de aditivos A: fiambre lirio 100% (o cebo 11) y fiambre de lirio:mejillon (fiambre lir-

Optimizacion del engorde de pulpo (OPTIPULPO: 2007-2009). Memoria Final. 218



@ MINISTERIO SECRETARIA GENERAL
DEL MAR

DE MEDIO AMBIENTE
Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

mej 50:50 o cebo 13); y cebo elaborado con ensilado neutralizado de lirio (Lirio G2% o cebo 5) y
lirio:mejillon (lir-mej G2% o cebo 6) a los que se le afadid un 2% de una mezcla B (carragenato de
Kappa, de goma guar y de goma garrofin; 1:0.5:0.5).

Comparando los datos de las materias primas (junto por los resultados indicados por el
grupo de Canarias, quién analiza los AG de todos los participantes en el proyecto por otra
metodologia) con sus respectivos fiambres, podemos primero indicar que en el caso de las materias
primas, el lirio carece de los AG 16:2n4, 18:4n1, 20:1n5, 20:2n9, 20:3n9, 20:3n6, 20:1n11, 22:1n6,
22:2n6 y 22:3n6, mientras que el mejillon carece del 16:3n1, 20:3n3 y 20:4n3. El mejillon aporta una
mayor riqueza en diferentes acidos grasos, que por otro lado, la mezcla de materias primas
compensaria la carencia que presenta cada una de ellas.

En segundo lugar, respecto con los cebos artificiales, en el cebo de lirio desaparece el
22:1n7, con un detrimento importante del 22:5n3. En el cebo mezcla de ambas especies, los AG
18:2n3 y 22:3n6 desaparecen, mientras que los AG 16:2n4 y 20:1n11 sufren un ligero descenso.
Salvo estos casos, el resto de AG se mantiene en los niveles esperados en base a las materias
primas utilizadas. Esto indica por un lado que el proceso de ensilaje no es tan agresivo como para
destruir los AG y por otro lado, el tratamiento térmico aplicado solo afecta a una pequefia cantidad
de AG. Asi mismo, indicar que tampoco hemos observado grandes variaciones en los datos
obtenidos de macronutrientes entre materias primas y cebo desarrollados (Lépez et al., 2009).
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