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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes.

En los ultimos afios el pulpo de ro€cf{opus vulgarisha despertado un gran
interés en el campo de la acuicultura por ser gelerte candidato para el desarrollo de
su produccion a escala comercial (Vaz-Pires e2@04; Garcia Garcia y Garcia Garcia,
2011), presentando una serie de ventajas: se affaltaente a vivir en cautividad,
tiene altas tasas de crecimiento, superiores all@%eso corporal al dia (Nixon, 1969;
Mangold, 1983) con una elevada conversiéon del alimeincorporando a su propio
peso el 30-60% del alimento ingerido (Mangold y eBoky, 1973; Mangold, 1983;
Aguado-Giménez y Garcia Garcia, 2002); elevadanfdidad, produciendo de 100 a
500 mil huevos por hembra (Mangold, 1983; Iglestasal., 1997), alto contenido
proteico en su composicién corporal, representaled@0 al 90% del peso seco (Lee,
1994), acepta como alimento todo tipo de animalesinos (peces, moluscos y
crustaceos), ademas de un elevado precio y altardtaren el mercado (Vaz-Pires et
al., 2004).

Los primeros ensayos llevados a cabo con el paripBspana se remontan a los
afios 90, debido al interés de la busqueda de nuss@ecies marinas cultivables
comercialmente. Estos ensayos fueron llevados a pab el equipo de investigacion
del Centro Costero de Vigo del I.E.O. en las batieasejillones de Galicia, obteniendo
resultados muy prometedores. La demanda creciargereercado de esta especie llevd
a los investigadores, durante 1995 y 1999, a maseela posibilidad de su cultivo en
cautividad llevando a cabo una serie de ensayos. résultados obtenidos por los
distintos grupos de investigacion en relacion akcioniento, indice de conversion y
supervivencia fueron muy dispares. Entre los fastgue afectaban a la variabilidad de
los resultados se encontraban la temperaturayda ckel cultivo y el tipo de alimento.
En 1997, el cultivo de pulpo adquiere interés aelnimacional en las diferentes
comunidades a patrtir de los resultados obtenidodgsoequipos de investigacion de
Ciencias Marinas del Mar de Barcelona del CSIClévileva, 1995), Centro Costero de
Vigo del IEO (lglesias et al., 1997) y del Depargsmo de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Universidad de Santiago (Rama-¥iaal., 1997), siendo basicas las
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contribuciones anteriores del equipo del InstitlgaCiencias Marinas de Vigo del CSIC
(Guerra, 1978; Guerra y Nixon, 1987).

Durante el periodo 1997 y 2000 se intensificaroa éesfuerzos con otras
instituciones nacionales (Universidades, CSIC, SGPACUMAR, CYTMAR y Xunta
de Galicia). Entre 2000 y 2004 la investigacionreobsta especie se repartio entre
numerosos equipos de investigacion de las dist@@&A (Galicia, Asturias, Catalufia,
Valencia, Murcia, Andalucia, Baleares y Canariashtd del Plan Nacional de
JACUMAR de “Cultivo de Pulpo”. Este proyecto ibarigido principalmente a
desarrollar tecnologia de cultivo larvario que péera cerrar el ciclo de cultivo de la
especie y a optimizar el proceso de engorde devesiles en relacion a las estructuras
utilizadas y al desarrollo de los piensos. A paefmamue se avanz0 y que se generd
mucha informacion sobre el desarrollo industridl mlépo, no se pudo conseguir una
produccion masiva de subadultos en criaderos npianso seco comercial para el
engorde.

En estos ultimos afios se han realizado distintogeptos con distintas fuentes
de financiacion (INIA, proyectos regionales, et&).mas destacado fue el proyecto
“Optimizacion del engorde de pulp®.(vulgarig” financiado por el Pan Nacional de
JACUMAR (2007-2009), cuyo objetivo fue desarrolibetas artificiales, optimizar las
técnicas de engorde en tanques y jaulas, engaddstital del pulpo y sostenibilidad de
la actividad. Recientemente en Espafia se ha fatalizun proyecto JACUMAR,
“Nutricién y alimentacion de paralarvas y subadailtiel pulpo de rocad( vulgarig”,
conel que se pretendia determinar un sistema de euwtimo para las paralarvas de
pulpo y definir los requerimientos nutricionalesrgpal desarrollo de piensos que

puedan ser elaborados comercialmente y con renuliosisatisfactorios.

1.2. Problemas actuales del cultivo del pulpo.

Hoy en dia, el desarrollo industrial de cefalomodsta limitado al engorde de
subadultos capturados de su medio natural (Chapeala 2006; Rodriguez et al., 2006;
Garcia Garcia et al.,, 2009), debido a la elevadaatidad durante la cria larvaria
(Navarro y Villanueva, 2003; Iglesias et al., 2097l escaso desarrollo de los piensos
formulados (Lee et al., 1991; Castro y Lee, 19%te€o Valverde et al., 2008).
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1.2.1. Cultivo de paralarvas de pulpo.

A pesar de los continuos esfuerzos por parte desvgrupos de investigacion
en cultivar paralarvas de pulpo hasta la fase dehtamiento (Villanueva, 1995;
Iglesias et al., 2004; Carrasco et al., 2003), deercion de juveniles bentdnicos en
cautividad sigue siendo una tarea dificil de lograr

El Centro Oceanografico de Vigo del Instituto Eegade Oceanografia (IEO)
ha venido desarrollando en los ultimos afios divensinajos de investigacion centrados
en la fase de cultivo larvario, con el objetivo rdsolver los problemas que impiden
completar el ciclo de cultivo de esta especie $igke et al., 2004, 2007). El principal
problema es la alta mortalidad larvaria debido adalisponibilidad de una dieta viva
adecuada, la falta de estandarizacion de la tédaaaultivo y el escaso conocimiento
de la biologia de esta especie en estas fases aeaspr con el consiguiente
desconocimiento de sus necesidades nutritivas dsagidoxica et al., 2002). Un
inconveniente adicional que dificulta la consecnal@ mayores progresos podria ser la
escasez de equipos, tanto humanos como técnia@segiediquen a la investigacion en
el cultivo del pulpo y, mas concretamente, en @sed iniciales, que son las que

presentan una mayor complejidad.

1.2.2. Engorde de subadultos de pulpo.

Actualmente el engorde de pulpo se basa en laireage juveniles en el medio
natural (700-800 g); estabulacién en distintos stigle jaulas, unas suspendidas de
bateas y otras autoflotantes; alimentacion corntist especies de bajo valor comercial,
fundamentalmente descartes del arrastre; y contieecigdbn de ejemplares de 3-3,5 kg
tras unos 3-4 meses de engorde. Durante los afiss Ban llegado a crear en Galicia
hasta 5 empresas en concesiones experimentaleesudtados dispares, pero que en
general pusieron de manifiesto el gran potencia podria tener el cultivo de esta
especie. Paralelamente se han desarrollado dssteriteayos de engorde, algunos de
ellos en colaboracion con estas empresas, en &bsscse observan algunos parametros
gue permiten optimizar el sistema productivo, yles que se identifican algunos
factores de interés para el desarrollo de ested@explotaciones (Rama Villar et al.,
1997; Luaces-Canosa y Rey-Méndez, 1999; Tufidén,e2@02; Rodriguez et al., 2006).
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Otros ensayos se han llevado a cabo en el Insthiicciano de Investigacion y
Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA) en mar abio para evaluar el efecto del
peso, la temperatura, la carga de cultivo y elduoiramismo sobre el crecimiento y la
mortalidad deO. vulgaris(Garcia Garcia et al., 2009; Garcia Garcia y @d@&arcia,
2011). Aungue ha habido muchos avances en losastafios, se necesita mejorar las
técnicas de engorde para optimizar la rentabilglael por el momento, es baja (Garcia
Garcia et al., 2004). Igualmente se necesitan disarsistemas adecuados para las
zonas semiprotegidas y mar abierto, ya que laagalisefiadas para areas protegidas no
resisten los temporales. También es interesantduagvanas detalladamente la
posibilidad de las instalaciones en tierra y etesias de recirculaciémctualmente
tampoco existe una dieta comercial y, aunque exatialmente se ha avanzado mucho
estos ultimos afios en el desarrollo de dietas flawhag para pulpo, los resultados no
han sido todavia tan satisfactorios como los otitencon dietas naturales (Quintana et
al., 2008; Cerezo Valverde et al., 2008; Estefaatedl., 2011a).

1.3. Parametros.

1.3.1 Pardmetros ambientales.

Salinidad.

Los cefalépodos que son objeto de estudio parecudtivo son especies
estenohalinas, sobreviviendo en un rango estreetsaltchidad de 27-38 ppm. (Boletzky
y Hanlon, 1983). En un ensayo de engorde de putpauwas en las Rias Gallegas,
Chapela et al. (2006) registraron mortalidades maptes cuando la salinidad
descendié de 32 ppm, como consecuencia de unandisidm de la salinidad superficial
provocada por fenédmenos de escorrentia superfraallluvias copiosas. En tanques,
Delgado et al. (2011) no encontraron diferenciggmicativas de crecimiento y

supervivencia para un rango de salinidad de 29@p84
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Temperatura.

Aguado-Giménez y Garcia Garcia (2002) desarrailanmos modelos de
crecimiento y tasa de alimentacién en funcion @slop temperatura y tipo de alimento
(boga y cangrejo), a partir de 236 observacionggdas en tanques con ejemplares
aislados, variando el peso corporal entre 0,1850 Bg, y la temperatura entre 13 y
28°C. El valor maximo de crecimiento se obtien& #°C, después desciende, incluso
haciéndose negativo para valores superiores a 24°haxima tasa de alimentacion se
alcanza a una temperatura ligeramente superio€j28Pigual que se ha encontrado en
la mayoria de peces estudiados, y como consecudadstos dos hechos la maxima
eficacia de alimentacion se sitla a 16,5°C. Par latto, la mortalidad se dispara para
temperaturas superiores a los 22°C. En base dosllautores establecen que el rango
mas optimo para el engorde del pulpo se situatie és 16 y 22°C.

Posteriormente, Miliou et al. (2005) encontrar@suttados similares pero
identificando una interaccion significativa entresp y temperatura, probablemente
debido a que utilizaron también ejemplares mas gigagl que los autores anteriores.
Esta interaccion implica que la temperatura a & sa observa el maximo crecimiento
varia con el peso de tal forma que en ejemplareSOeE50 g esta temperatura es de
25°C.

Oxigeno disuelto

Cerezo Valverde y Garcia Garcia (2005) estudiaebncomportamiento
respiratorio del pulpo frente a una disminucion dieel de saturacion, midiendo el
consumo de oxigeno y la frecuencia de ventilaciara pun rango amplio de pesos
corporales y temperatura. A partir de los resukadstablecieron tres niveles de
concentracion de oxigeno. En el rango “Optimo” eonsodifican ni la frecuencia de
ventilacion ni el consumo de oxigeno, en el rangoe¢aucion” se modifica la
frecuencia de ventilacion y en el rango “peligrose’modifican ambos. Estos rangos
dependen de la temperatura, asi para 16°C el dévslturacion minimo en el rango
optimo es del 55% de saturacion, mientras que & 25° del 85%. También se
determiné que la concentracién de oxigeno letakitga por debajo del 10% de
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saturacion y depende directamente del peso corgodd la temperatura, variando
desde el 3% de saturacion (15°C y 0,2 kg) ha€igoa27°C y 2 kQ).

Productos nitrogenados.

El efecto toxico de los productos nitrogenadosof@ion nitratos y nitritos) en
sistemas de cultivo de cefalépodos estd muy potialiaso por lo que los niveles
mMAaximos que se asumen son los establecidos cocterageneral para peces (Tucker,
1998). No obstante, resultados obtenidos por Goéeteal. (2005) revelan una
disminucién de la tasa de excrecion de amoniacepoma de 1,2 mg TAN/I a 19°C,
sugiriendo que valores mayores podria considetarsens.

1.3.2. Parametros de cultivo.

Consumo de oxigeno y caudales de agua.

El flujo de agua a través de un sistema de cu(tivotanque por ejemplo) tiene
que garantizar el aporte de oxigeno para los reqigtos metabdlicos de los
ejemplares, pero también mantener unos nivele®uaeeatracion de oxigeno optimo y
no limitante de la produccion. Por otro lado, dkipp de agua tiene que garantizar la
eliminacion de los productos nitrogenados. No otistapor lo general, son los
requerimientos de oxigeno los que realmente decalecaudal necesario en cada
momento. En este sentido, es de gran utilidad lodetns de consumo de oxigeno
(rutina, medio diario con alimentacion, valor maginkebido a la alimentacion, etc.) de
pulpo desarrollados por Cerezo Valverde y Garcici@g2004) en funcion del peso y
la temperatura a partir de los cuales, y teniemdcuenta también los rangos éptimos de
oxigeno disuelto descritos anteriormente, podenstimar el caudal de agua en cada
momento. Es importante destacar que al aumentaentgeratura, manteniendo la
salinidad constante, disminuye la solubilidad detjeno, por lo que cada litro de agua
que entra al tanque proporciona una menor cantigadxigeno y, por otro lado, los
niveles de oxigeno a la salida del tanque debeermentarse para mantenerlos en los
niveles 6ptimos. Consiguientemente, el oxigenoatigpe por litro de agua para los
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pulpos en cultivo disminuye con la temperatura irgepudo, por tanto, un mayor caudal,

particularmente en incrementos de temperaturaziaya24°C.

Generacion de residuos sdlidos y productos nitrages.

En general, las dietas naturales generan una cgatidad de residuos y
particularmente en el caso de cefal6podos. El pdépmca sélo aprovecha el 77% de la
boga completa que se le suministra, quedando cesiduos solidos cabeza, espina y
cola, y del cangrejo aprovecha aproximadament@%l, slejando fundamentalmente el
caparazon (Mazoén et al.,, 2007). El nitrégeno y ddsfingerido tiene como destino
incorporarse al cuerpo (crecimiento) o eliminarsdatma particulada en las heces o de
forma disuelta por excrecion. Este ultimo es el mpds puede preocupar en sistemas de
engorde de tierra, particularmente en sistemasedeculacion, ya que los productos
nitrogenados pueden actuar como factor limitaiie. cefalopodos el mayor producto
final del catabolismo de las proteinas es el am{®Bdncher-Rodoni y Mangold, 1989).
La urea representa un porcentaje bajo (Hoeger, €t917) y es rapidamente hidrolizado
a amonio y diéxido de carbono. La tasa absolutaxdeecion de amoniaco en el pulpo
depende del peso y de la cantidad de proteinaidaggise puede expresar mediante una
ecuacion (Garcia Garcia et al.,, 2011): en térmiradativos (en relacion al peso
corporal) tiene un valor de 84 mg TAN/kg de pesofiando el pulpo no es alimentado
y de 265 mg TAN/kg de peso/dia cuando el nivelndgesta de proteina es de 9 g/dia.
La tasa de excrecidn expresada en funcion de ladednde alimento suministrado
cuando el nivel de ingesta de proteina no es Iim@taaria linealmente en funcién del
peso corporal de 10 a 57 g TAN/kg de alimento esopseco/dia cuando la tasa de

ingesta de proteina es de 9 g/dia.

Carga de cultivo.

En el engorde de juveniles y adultos de pulpoalga inicial en los tanques o
jaulas es de extrema importancia. Al ser tan atéasa de crecimiento, la biomasa
inicial se puede triplicar en pocas semanas, gaderaon ello una serie de problemas
relacionados con el consumo de oxigeno, emisionladgtus y también los que se

derivan de la dispersion de tamafos, con la coiesitpl creacion de jerarquias y
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problemas de estrés que deriven en canibalismdofagia. Ensayando con juveniles
de pulpo cultivados en tanques a diferente densidiadl (10 kg/ni y 20 kg/m),
Iglesias et al. (2000) observaron mejor crecimiemtimdice de conversion, asi como
menor mortalidad, en el grupo de menor densidatbsCdutores también analizaron
este factor: Domingues et al. (2010), trabajandodensidades de 4, 8 y 15 kd/mo
encontraron diferencias de crecimiento entre lapag después de 56 dias de engorde,
pero si registraron mayor supervivencia en el gdgmenor densidad inicial. En jaulas
flotantes, Chapela et al (2006) recomiendan estaliamafnos similares, iniciando el
engorde a una carga de 8 a 14 Kg/Respecto a la dieta, los mismos autores utilizan
alimento de bajo valor comercial o procedentes ekeartes, compuesto por pescado,
crustaceos y mejillon. En estas condiciones, jugsende 700-1000 g alcanzan un
tamano de 3 kg en tres o cuatro meses, pudiendw tHas o tres ciclos de engorde por
afo, evitando los meses de invierno cuando elrarenio es mas bajo. Iglesias et al.
(2007), trabajando con pulpos cultivados en lassnmas jaulas que el autor anterior,
registraron también mayor crecimiento en veranalrigoez et al. (2006), trabajando a
nivel experimental en una jaula flotante de % emgordaron pulpo a diferentes cargas y
en distintas épocas del afio, obteniendo los mejorssltados de crecimiento y
supervivencia a cargas iniciales de 10-12 Rgimtemperaturas de 15 a 21°C,
correspondientes a primavera-verano en el nortesgana. En el Mediterraneo, Garcia
Garcia et al. (2009) no encontraron una influeneda carga de cultivo entre 7 y 35
kg/m® sobre el crecimiento ni la mortalidad, lo que hatyieron a una apropiada

circulaciéon del agua en el interior de la jaula.
Maduracion gonadal de las hembras.

Sanchez et al. (1988) encontraron en tanquesoguejémplares macho crecian
ligeramente mas rapido que las hembras, aunquesalyy@s en jaulas de engorde no se
registraron diferencias en los pesos finales den@pres criados por separado. En
estudios especificos de crecimiento, consumo dgeori y produccion de amonio
realizados fuera de la época de maduracioén gonkediEs hembras, no se encontraron
diferencias significativas entre machos y hembdagiédo-Giménez y Garcia Garcia,
2002; Cerezo Valverde y Garcia Garcia, 2004; Ga@éacia et al.,, 2011). Las

diferencias de crecimiento se producen cuando thurahciclo de engorde existe
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maduracion sexual de las hembras o incluso la @uEst este sentido, Estefanell et al.
(2012a, b) obtuvieron los mejores resultados emy@ssde engorde cuando no hay
maduracién de las génadas o el nivel es muy badjprdblema surge, pues, cuando las
épocas de maduracion coinciden con el ciclo derdeg&n relacion a esto, Chapela et
al. (2006) sugieren la separacion previa de maghuwambras, aunque las empresas en

Galicia no lo consideran un procedimiento practico.

Crecimiento y supervivencia.

Los resultados de crecimiento y supervivenciarotte en los distintos ensayos
de engorde que se han realizado en jaulas flotgriasues son dispares (Rama-Villar
et al., 1997; Tufion et al., 2001; Rodriguez e28l06; Chapela et al., 2006; Domingues
et al., 2010; Estefanell et al., 2012a), y la \Jadlidad de los resultados se ha
relacionado, como hemos visto en los apartadosiams, con factores tales como la
temperatura del agua, la densidad de cultivo, $peatsion de tamafios, la época de
reproduccion y el tipo de alimento suministrado. Blostante, utilizando valores
conservativos, se puede concluir que en las cardisi 6ptimas de cultivo un ciclo de
produccion, en el que los ejemplares pasen de 33808 kg, puede tener una duracion
de 90 a 120 dias con una supervivencia de en8@ gkl 90%.

Por tanto, se podrian realizar hasta tres ciaqgsrdduccion al afio, dependiendo
de las condiciones del area donde se desarrolilgvo y, particularmente, de la
temperatura. En el Mediterrdneo durante el veranalsanzan temperaturas muy altas
para esta especie (superiores a los 22-24°C) pauéy como se ha demostrado
experimentalmente (Garcia Garcia et al., 2009 sél pueden realizar dos ciclos de
produccion, entre mediados de octubre a mediadgsnie del afio siguiente. En el
Norte (Galicia o Asturias), por el contrario, sas bajas temperaturas del invierno en
las aguas de las rias las que limitan el cultivmligndo realizarse también un maximo
de dos ciclos (Chapela et al., 2006; Rodrigued.eP@06). En areas como Canarias,
donde la temperatura del agua varia muy poco argwldel afio, en torno a los 18-
20°C, se podrian realizar tres ciclos de cultiveropesto aun no ha sido demostrado
experimentalmente. En tanques con sistemas decukgion y control de la

temperatura también se podrian realizar tres ciclos
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1.4. Mecanismo de alimentacion d®. vulgaris.

Los cefalépodos son carnivoros voraces que sesiafan de dia o de noche de
una amplia variedad de presas vivas que detectacigaimente con la vista o el tacto.
Algunos cefaldpodos se alimentan de peces o ds o&falépodos, mientras otros se
alimentan de criaturas diminutas suspendidas ey y usan diversas técnicas para
cazar, las cuales pueden ser modificadas seguipelde presa. A partir de los
contenidos estomacales se ha comprobado que ed%0d®@ la dieta del pulpo son
crustaceos, 12-30% peces y el 8% restante otrakpeflos (Guerra, 1978).

O. vulgarisidentifica y detecta sus presas de forma visualdbdhado, 1964) o
a través de los quimiorreceptores de las ventdSesziadei, 1964a). E@ctopushay
alrededor de 10.000 receptores primarios en cadi@see y unas 200 ventosas en cada
tentaculo por lo que hay cerca de 16 millones tidagquimiorreceptores en un animal
adulto (Graziadei, 1964b). La musculacién de sugogas permite una fuerte adhesion,
y hay un pequefio ganglio debajo de cada ventosasgue para coordinar la
informacion motora y sensorial (Graziadei, 1964b)vulgarislleva el alimento hasta
la zona bucal donde se encuentra un pico quitiiso de loro) asociado a una fuerte
musculacion, una radula que utiliza para raspasyglandulas salivares (Nixon, 1979,
1980). La saliva contiene sustancias que descomptose minerales y la matriz
organica de las conchas de los moluscos y el estqua¢ los crustaceos (Nixon et al.,
1980; Nixon y Maconnachie, 1988) en una primerastign externa. Una vez digerido

el alimento es succionado y pasa al eséfago, yidal @stomago.

1.5. Desarrollo de dietas para el engorde del pulpo

Las dietas basadas exclusivamente en peces A@0stno son una propuesta
comercialmente viable debido al precio de éstosekemnercado y a su variable
disponibilidad (Garcia Garcia el al., 2004). Enedwinadas regiones, la escasa
disponibilidad de descartes y los altos precioslage crustaceos como fuente de
alimentacion hacen que se reduzca la rentabiligagsth actividad. Ademas, con dietas
naturales, el crecimiento y el indice de convers@n el pulpo pueden variar
ampliamente dependiendo de las especies que gmmtdomo alimento (Cagnetta y
Sublimi, 1999; Garcia Garcia y Aguado-Giménez, 208@uado-Giménez y Garcia
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Garcia, 2002). Los mejores crecimientos se obtienuamdo la dieta estd compuesta
exclusivamente por crustaceos (Aguado-Giménez \ciGaGarcia, 2002) o éstos

forman una parte importante en dietas mixtas (QtgyeSublimi, 1999). En todo caso,

el desarrollo industrial de una especie necesitairge dieta formulada, tal y como

ocurre con dorada y lubina (Cho y Bureau, 2001;i&ast al., 2009).

El primer problema con el que nos enfrentamos ge@har un pienso para el
pulpo es la “presentacién” adecuada para que sg#aan e ingerido completamente
(Cerezo Valverde et al., 2008). Para ello, el alitnedebe tener unas caracteristicas
fisicas concretas y adecuadas a su forma de ahlwgiént El pienso tiene que ser:
atractivo, para que el pulpo lo capture con facilidaminsistente para que las
particulas de las materias primas que lo formaimdsen cohesionadas, ya que el pulpo
manipula el pienso y lo disgrega antes de ser ithggezstabley de unaextura firme,
puesto que, el alimento no es siempre ingerido dma@mente cuando se le suministra,
pudiendo permanecer largo tiempo sumergido enug.ag

Hasta la fecha, los mejores resultados en cefdlijpse han obtenido con
mezclas de pasta de pescado, crustaceos o molugesuelen formar parte de las
dietas naturales que los pulpos consumen habitnéémaglomerados con gelatina o
alginatos para evitar su disgregaciéon (Quintare.e2008; Rosas et al., 2008; Cerezo
Valverde et al., 2008; Estefanell et al., 2011a&orBs resultados se han obtenido con
piensos secos o formulados con ingredientes p@astio y Lee, 1994; Domingues et
al., 2005, 2007). La gelatina, en la elaboraciérdie¢as artificiales ha proporcionado
una adecuada palatabilidad en pulpos subadultoerg@do ademas un crecimiento
significativo y elevada digestibilidad (Rosas et 2008). No obstante, las tasas de
disgregacion de estos piensos son elevadas, smwectiando no se aplica calor a la
mezcla. Por el contrario, la elaboracion de piensos alginatos origina mayor
estabilidad en el agua, aunque este tipo de piepsssenta peor aceptabilidad y
digestibilidad (Rosas et al., 2008), sin embargesg@ntan la ventaja de poder elaborarse
en frio. Al respecto, Cerezo Valverde et al. (2008 Domingues et al. (2009)
comprobaron una influencia negativa del tratami¢étmico sobre el crecimiento €n
vulgaris y Sepia officinalis Estos resultados se atribuyeron a la posible
desnaturalizaciéon de proteinas y pérdida de amitogcy vitaminas, mostrando
mejores resultados con los alimentos frescos, dgetados o liofilizados. La principal

ventaja de los alimentos liofilizados radica en euleagua se les ha extraido sin
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tratamiento térmico, pasando directamente de la tasgelada o solida al estado
gaseoso, ayudando a conservar intactas sus prdpedautritivas y estructura
molecular.

Los piensos secos o0 extrusionados que se utpiaenpulpo (Gairin et al., 2011;
Querol et al., 2012a, b) puede abrir grandes eapeas, pues se trata del sistema mas
adecuado para la fabricacibn de piensos acuicglasjue debido a la presion y
temperatura de trabajo, se consigue una aglomerati&rna que permite la estabilidad
del granulo en el agua. Ademas, se conservan ycalma mejor que los semihiumedos
o humedos al tener un porcentaje menor de agumahoente poseen un menor coste
por kg de animal producido, presentan mayor reglddr en el suministro y
composicién, son mas faciles de almacenar y distrisu manipulacion es minima en
las instalaciones de acuicultura, reducen el riedgaransmision de enfermedades
infecciosas y poseen una mejor estabilidad en pgo@jor digestibilidad. Asimismo, es
posible conseguir granulos con diferente conteeilldiumedad, lo que puede facilitar

la adaptacién progresiva del pulpo al alimento seco

1.6. Requerimientos nutricionales del pulpo.

El conocimiento de los requerimientos nutriciosad cefalépodos ha estado
limitado por la escasa disponibilidad de dietasnidadas de apropiada aceptabilidad
y/o composicion nutritiva (Domingues et al., 20C&rezo Valverde et al., 2008). La
mayoria de las hipo6tesis sobre estos requerimiesgoBan generado al suministrar
dietas naturales, a partir de sus andlisis bioquisnly de los propios cefaldpodos
(Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006), mediamateutilizacion de sustratos
energéticos marcados (O’Dor et al., 1984) o en xgatos de ayuno (Castro et al.,
1992). De ellos se deduce que los cefaldpodos specees exclusivamente carnivoras,
y a diferencia de lo ocurrido con las proteinasmente utilizan carbohidratos o lipidos
como fuente de energia (Lee, 1994). Sin embargonlevos formatos de pienso que
estan siendo desarrollados y aceptados por el mapain estan permitiendo elaborar
dietas formuladas de composicion conocida parazavaen el conocimiento de sus
requerimientos nutricionales (Quintana et al., 2008rezo Valverde et al., 2008,
2012a; Garcia et al., 2010; Estefanell et al., ap11
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1.6.1. Proteinas.

Los cefal6podos utilizan las proteinas para ladoacion (actina y miosina),
estructuras de soporte (colageno), energia (cagatmlde aminoacidos), transporte de
oxigeno (hemocianina) y osmorregulacion (amino&cigo proteinas libres en la
hemolinfa) (Lee, 1994). Los aminoacidos libres guedominan en los tejidos de
cefalopodos (>100 mg/100g de tejido) son: octopipsglina y arginina. Los
aminoacidos predominantes en las proteinas dejidss (<0,1g/100g de tejido) son el
glutamato, aspartato, leucina, alanina, lisinaogeigina (Suyama y Kobayaski, 1980;
Iwasaki y Harada, 1985; Jhaveri et al., 1984; Gekéalverde et al., 2012b).

1.6.2. Lipidos.

Los cefalépodos presentan en su composicion calrpmgnos de un 2% en peso
hamedo de lipidos, mostrando altos niveles de fipsflms, colesterol y acidos grasos
poliinsaturados, especialmente de la serie n-3af®glou y Miniadis-Meimaroglou,
1998; Navarro y Villanueva, 2000, 2003), por lo geeha sugerido un predominio del
papel estructural sobre el energético (O’Dor et1#184; Moltschaniwskyj y Johnston,
2006). No obstante, los cefalépodos presentan esziipasas a lo largo del tracto
digestivo (Boucher-Rodoni, 1982; Caruso et al.,£20doltschaniwskyj y Johnston,
2006) y son capaces de almacenar los lipidos enafale triglicéridos en cantidades
importantes en la glandula digestiva (Sieiro et24l06; Cerezo Valverde et al., 2012a).
Algunos grupos de investigacion han obtenido reemapente buenos crecimientos y
altos indices de eficacia alimentaria al utilizaetas con alto contenido en grasa
(Estefanell et al., 2011a; Cerezo Valverde etall,2c).

1.6.3. Carbohidratos.

Se ha demostrado que los cefalopodos tienen kcickgul de digerir, almacenar
y utilizar carbohidratos, proporcionando energiefgrentemente para las actividades
explosivas de caracter anaerdbico (Wells y Clatke6), como podrian ser la captura
de presas o la huida de depredadores, pero tamehigreriodos de inanicion. Segun

O'Dor et al. (1984), los carbohidratos después da womida son rapidamente
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catabolizados y solo una pequefa cantidad serfaudada como glucégeno muscular,
siendo practicamente inmune a su movilizacion grasiones de ayuno. En contraste,
se han encontrado cantidades variables y signifesaten todos los tejidos de

numerosas especies de cefalopodos, incluyendo nadgd(1-9% materia seca), la
glandula digestiva (3-13% materia seca) y el mas¢li8% materia seca) (Rosa et al.,
2005). A pesar de ello, los estudios sobre la dmomion de estos sustratos al
metabolismo energético en cefaldpodos son escasummparacion con los dedicados a

proteinas o lipidos.

1.6.4. Metales pesados y minerales.

La concentracion de metales en cefalépodos estédoicumentada (Smith et al.,
1984; Miramand y Bentley, 1992; Bustamante et 2000; Raimundo et al., 2005;
Villanueva y Bustamante, 2006). La mayoria de estiadios han destacado la gran
capacidad que poseen para concentrar un numerdegdeEnelementos esenciales y no
esenciales en sus tejidos (Rocca, 1969; Nardi.etl@l1l; Schipp y Hevert, 1978;
Miramand y Guary, 1980; Smith et al., 1984; Bustaimaet al., 1998a, 1998b, 2000;
Miramand et al., 2006), asi como la importancidadglandula digestiva en los procesos
de bioacumulacion (Miramand y Guary, 1980; Soldayil987; Raimundo et al., 2004,
2005).

Los minerales en cefalopodos juegan un papel muaypoitante,
fundamentalmente en la formacion de estructurasiedSticas, mantenimiento del
equilibrio osmatico, multiples procesos metabdlieosncluso como componentes de
proteinas estructurales y funcionales, como enzifmasnonas y transportadores de
oxigeno. El calcio se ha resaltado como elemenfpmitante para la formacion de la
concha en la sepia (Boletzky, 1974; Villanueva ytmante, 2006), el estroncio como
esencial en la formacion de estatolitos (Hanlonakt 1989) y el cobre como
componente de hemocianina o pigmentos transpodadde oxigeno (Miller et al.,
1994).

La mayoria de los estudios han enfatizado la ¢cdpdae estos organismos de
concentrar zinc, cobre y cadmio en la glandula ddige, aun en ambientes de baja
contaminacion por metales (Smith et al., 1984; Maad y Bentley, 1992; Bustamante
et al., 2000; Raimundo et al., 2005; Villanuevaustamante, 2006).

16



Introduccion

1.6.5. Vitaminas.

Actualmente, hay pocos estudios sobre los nivadegitaminas en cefal6opodos.
Seguramente, los requerimientos vitaminicos defeolatenerlos facilmente de la
mayoria de sus presas. Esta situacion cambia cusodoalimentados con dietas
formuladas, donde las vitaminas pueden pasar Bns&ntes. Las vitaminas medidas
en los tejidos de los cefalépodos segun SidwelB11%on: Vitamina A 5-30 1U/100g
de tejido, Vitamina B 1,5-15 pg/100g de tejido, Vitamina~5 mg/100g de tejido,
Tiamina 10-150 pg/100g de tejido, Riboflavina 5@-36/100g de tejido, Acido Folico
50-350 pg/100g de tejido y Niacina 1,5-4 mg/100gegido.

Villanueva et al. (2009) determinaron el contend#ovitaminas A y E en las
primeras fases de desarrollo de varias especiesfd®podos. El contenido en vitamina
A fue similar respecto del encontrado en otros sugds marinos y larvas de peces. Una
cantidad relativamente alta de vitamina E se eméant los ovarios, huevos y juveniles
de pulpo, sepia y calamar, probablemente relacmicad el alto contenido en acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga en las m@snfases de desarrollo de estas

especies.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El cultivo del pulpo se encuentra aun en faseadamollo.Octopus vulgariha
aparecido en los ultimos afios como una de las iespa&c mayor futuro en el campo de
la acuicultura por una serie de ventajas: se adapianente a la cautividad, acepta el
alimento congelado, tiene tasas de crecimient@rodrccion muy alta y un alto precio
en el mercado. Ello ha llevado a los investigadesgmfioles a mostrar un gran interés
por esta especie, fundamentalmente en el sectarodggutanto en Galicia como en el
Mediterraneo y Canarias.

En el Mar Mediterraneo, el rango de temperaturdee$0 a 14°C en invierno y
de 25 a 27°C en verano, el cual limita el engoeleuwlpo y al uso de las instalaciones a
7-8 meses por afo, de octubre a junio. Una mareedaschinuir los costes seria utilizar
las instalaciones destinadas en la acuicultura @acaltivo de peces. La actividad en
las instalaciones de dorada y lubina disminuye idengblemente en los meses de
invierno cuando la temperatura disminuye. El coltisonjunto de pulpo y peces,
entonces, podria reducir los costes de produccidmsiderablemente de ambas
actividades en el Mediterraneo, haciendo estaidativcomercial mas rentable.

Aunque el cultivo del pulpo es viable desde laefae engorde hasta su
reproduccién, para desarrollar esta actividad alesmomercial habria que solucionar
dos problemas: la produccion masiva de juvenilda®hatcheries y el desarrollo de un
pienso comercial que ofrezca altos crecimientosdecés de conversion. Durante los
altimos afios, la investigacion se ha centrado emsélidio de los requerimientos
nutricionales del pulpo, con el fin de desarrotl&etas apropiadas y econdmicamente
rentables. Actualmente, los piensos utilizados jpirarsas especies de peces no son
validos para el pulpo, en cuanto a su forma deegltacion y a su capacidad para
capturarlo e ingerirlo, destacando como principadbfgma su aceptacién. En este
sentido, hay una necesidad clara de realizar erpatos preliminares con ingredientes
gue mejoren la aceptabilidad antes de incorporalqaier ingrediente nuevo en dietas
formuladas.

Por otro lado, es necesario conocer la compositifricional adecuada de los
piensos para obtener un buen crecimiento y apreveigmto nutritivo. El pulpo es una
especie exclusivamente carnivora y raramente aitifiarbohidratos y lipidos como

fuente de energia, por lo que son los macronuésentenos estudiados en pulpo. No
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Justificacion y Objetivos

obstante, el alimento a base de cangrejo, que disti natural que mejores resultados
ofrece, aporta, ademas de un 60% en proteina€)-46% de carbohidratos y un 8 %de
lipidos en sustancia seca. Probablemente, la tistit de proteina por grasa o
carbohidratos podria ser un buen método en la fewi@uin de las dietas para los pulpos,

al igual que ocurre en peces.

Es por ello que la presente Tesis, pretende dgramimpulso al cultivo de esta

especie, que tanto interés despierta en el secdugtivo.

El objetivo generatle esta Tesis Doctoral fue desarrollar piensoapdepiada
composicidn nutritiva que presenten rendimienttéisfaatorios en subadultos de pulpo
(Octopus vulgarisy que sirvan posteriormente de base para suralabo comercial,

segun el siguiente esquema:

Ensayos de Pruebas de aceptabilidad de
ayuno ingredientes alternativos
Aproximacion inicial a los Seleccion de materiag
requerimientos nutricionales primas

N4

Elaboracion de piensos
formulados

Este objetivo general se concreta en los siguiaiiggdivos especificos

1. Analizar las variaciones en la composiciéndiga del musculo y de la
glandula digestiva deO. vulgaris durante un periodo corto de ayuno, como

aproximacion a sus requerimientos nutricionalepi@os.
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Justificacion y Objetivos

2. Estimar la contribucion energética diaria de lipidos presentes e®.

vulgarisdurante el ayuno.

3. Determinar el contenido en carbohidratos entgculo, la glandula digestiva

y la génada d@©. vulgarisalimentados con una dieta natural mixta de boggngrejo.

4. Analizar las variaciones en el contenido déaaidratos en el musculo, la
glandula digestiva y la génada @e vulgarisdurante un periodo corto de ayuno, como

aproximacion a sus requerimientos nutricionalesaghohidratos.

5. Estimar la contribucion energética diaria dedarbohidratos presentes@n

vulgarisdurante el ayuno.

6. Conocer la aceptabilidad y crecimientoQlevulgarisalimentado con dietas
formuladas con diferentes ingredientes de origgeted o animal.

7. Elaborar piensos formulados en base a lostaefd previos de aceptabilidad
y comprobar su rendimiento ef. vulgaris mediante ensayos de engorde vy
digestibilidad.

8. Conocer los requerimientos lipidicos@evulgariscomprobando los cambios
gue se producen en el crecimiento y aprovechamiauitivo de la dieta después de
suministrarles dietas formuladas con distinto aoidizen aceite de pescado.

9. Determinar la composicion nutricional @e vulgarisdespués de suministrar

dietas formuladas con distinto contenido en acgtpescado.
10. Estudiar los cambios que se producen en elntiento, aprovechamiento
nutritivo y digestibilidad de la dieta d®. vulgaris después de suministrarles dietas

formuladas con carbohidratos simples o complejos.

11. Determinar la composicion nutricional de. vulgaris después de

suministrarles dietas formuladas con carbohidrsitoples o complejos.
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Justificacion y Objetivos

12. Aclarar si los bajos niveles de carbohidra&tiodos tejidos d©. vulgarisse
deben a su bajo contenido e ingesta en sus digtiasales o son consecuencia de la baja

capacidad para su almacenamiento.
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3. CAPITULO I: Variacién en la composicién lipidica durante el ayno a corto plazo en

distintos tejidos del pulpo comun Qctopus vulgaris)

Resumen.

En este trabajo se ha estudiado la variacién earaentracion (mg/100g peso seco) y
el contenido total (mg/individuo) de las distintaases de lipidos en el madsculo y en la
glandula digestiva d®©ctopus vulgarisa lo largo de ocho dias de ayuno. En el musculo
predominaron los lipidos polares (LP; 267,3-337¢Z100g) frente a los lipidos neutros (LN;
66,9-104,7 mg/100g). Se observé una tendenciaiymsitsignificativa en el contenido y la
concentracion de monogliceridos como consecueratiayiino (P<0,05). Ademas, se detectd
un alto contenido de colesterol (CHO) en este degigbartir del cuarto dia de ayuno respecto
de animales alimentados (P<0,05). En la glandwestiva predominaron los LN (12.958-
14.151 mg/100g) frente a los LP (3.157-6.517 mgg)08iendo los triglicéridos, &cidos
grasos libres y monoglicéridos las clases may@agaGe detectd una tendencia positiva en la
concentracion de los LP y monoglicéridos, y negapara los triglicéridos con los dias de
ayuno (P<0,05). Los resultados sugieren que lgéicigridos y el CHO son transportados
simultdneamente desde la glandula digestiva hadgido muscular durante el ayuno, y un
uso preferente de LP y CHO durante las fases danuento. Se estim6 que los lipidos
contribuyeron con el 26 % del gasto energéticoiaide los animales durante el ayuno,

principalmente en forma de triglicéridos procedsmte la glandula digestiva.

3.1. Introduccioén.

El pulpo comun @ctopus vulgarisha despertado en los ultimos afios un gran interés
como posible especie para el desarrollo de su poi@lua escala comercial (Vaz-Pires et al.,
2004; Iglesias et al., 2007; Garcia Garcia e28D9). No obstante, a diferencia de lo ocurrido
en el sector de la acuicultura destinado al cultde peces, el conocimiento de los
requerimientos nutricionales en cefalopodos se erical alin poco desarrollado y limitado
por la ausencia de dietas formuladas de apropiegatabilidad o composicidén nutritiva (Lee
et al., 1991; Castro y Lee, 1994; Domingues et280;7). Por este motivo, varios grupos de
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investigacién estan trabajando en la consecucionesi®s objetivos con resultados
prometedores (Cerezo Valverde et al., 2008; Quané&dral., 2008; Rosas et al., 2008).

Actualmente se admite que los cefalopodos sonusxelmente carnivoros, y a
diferencia de lo ocurrido con las proteinas, rargmeitilizan carbohidratos o lipidos como
fuente de energia (Lee, 1994). No obstante, todexite cierta controversia generada en
estudios previos sobre la capacidad y forma dézatibn energética de los lipidos. Los
cefalopodos presentan en su composicion corporabsnée un 2% en peso humedo de
lipidos, mostrando altos niveles de fosfolipidaslesterol y acidos grasos poliinsaturados,
especialmente de la serie n-3, (Sinanoglou y MisidMEimaroglou, 1998; Navarro y
Villanueva, 2000, 2003), por lo que se ha sugenidg@redomino del papel estructural sobre
el energético (O’Dor et al., 1984; MoltschaniwskyjJohnston, 2006). Apoyando esta
hipotesis, se han detectado bajos niveles de dativenzimatica y una capacidad limitada
para la oxidacion de sustratos lipidicos en el migs(Ballantyne et al., 1981; Mommsen y
Hochachka, 1981). En el otro lado de la balanz&stex evidencias sobre su utilizacion
energética, tal y como se deriva de la relacibn ©Hb$ervada en varias especies de
cefalopodos (Segawa y Hanlon, 1988; Katsanevak#. eP005), especialmente elevada en
situaciones de ayuno (Boucher-Rodoni y Mangold,519888), o la liberacion gradual de
carbono marcado procedente de acidos grasos peviansuministrados (O'Dor et al.,
1984). Ademas, los cefalépodos presentan enzirpasds a lo largo del tracto digestivo
(Boucher-Rodoni y Mangold, 1985; Caruso et al.,£0oltschaniwskyj y Johnston, 2006),
y aunque la digestibilidad de los lipidos no ea alh comparacion con la proteinas (Petza et
al., 2006; Mazodn et al., 2007), son capaces decaln@alos como triglicéridos en cantidades
importantes en la glandula digestiva (Sieiro et28l06; Cerezo Valverde et al., 2012a, c) y de
movilizarlos durante el ayuno (O’Dor y Wells, 19&7astro et al., 1992). Segun Rosa et al.
(2005), la amplia variabilidad observada en esg@mw tanto en el contenido lipidico como
en la distribucién de sus clases sugieren papé&gstds segun el estilo de vida y la estrategia
alimentaria de la especie. En el manto los triglits son escasos, aunque pueden estar
representados en cantidades variables segun lei@¢paanoglou et al., 2008).

Puesto que el fin de la acuicultura es alcanzadpirmo rendimiento alimentario es
poco habitual que los animales estén sometidagjadgeriodos de ayuno en una instalacion,
pudiendo ser mas util estudiar los cambios bioqudmgue se producen en los primeros dias

de inanicion. Por lo tanto, el objetivo de esteudist es determinar la variacion en el
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contenido lipidico y de sus distintas clases, asia@su contribucion energética en distintos

tejidos deO. vulgarisdurante el ayuno a corto plazo.

3.2. Material y métodos.

3.2.1. Animales de experimentacion: captura y aaaoion.

Los pulpos se capturaron en el Mar Mediterraneor¢M, S.E. Espafia) mediante arte
de arrastre y se mantuvieron en tanques de 200@ll laboratorio. Los ensayos comenzaron
cuando los animales se aclimataron, después deselmsnas, comprobandose que se
alimentaban de forma regular con la racion calaisebun Garcia Garcia y Cerezo Valverde
(2006). Durante este periodo los animales fueroneatados con bogaB¢ops boopsy
cangrejo Carcinus mediterranysen dias alternativos. Posteriormente, los ansnaie
trasladaron y se mantuvieron individualmente erguas circulares de 216 | donde se
llevarian a cabo los ensayos. Estos contenian td@vC como refugio y una red externa
para evitar que se escaparan. Estaban mantenidos ®stema de recirculacion de agua con
control de la temperatura, lampara UV y sistemadilttacion mecanica y biolégica. El
fotoperiodo fue de 12L: 12D, la temperatura enifey R0°C (18,19 + 1,13) dentro del rango
Optimo para esta especie (Aguado-Giménez y Garafai& 2002), oxigeno superior al 80%
de saturacion para que este factor no fuera lineit@@erezo Valverde y Garcia Garcia, 2005),

salinidad 37%o, pH entre 7,8 y 8 y nitrégeno amaaliaatal (TAN) inferior a 0,2 mg/l.

3.2.2. Disefio experimental.

Finalizado el periodo de aclimatacion en tanquedividuales (2 semanas), los
animales se pesaron y sexaron con el fin de fogmgros experimentales con un peso medio
inicial similar. En total se emplearon 20 ejempgameacho (1034 + 148 g) para configurar un
total de 5 grupos experimentales de 4 individuataaano (ver Tabla 1). Cuatro grupos se
sacrificaron a los dias 1, 2, 4 y 8 después derssirar la ultima comida. Ademas, se dispuso
de un grupo control que fue alimentado durant8ld&s de duracion del experimento. El dia
del sacrificio los animales se pesaron y se anasb@sen agua de mar helada, procediendo

posteriormente a su diseccion separando el tejiascatar (animal completo sin visceras) y
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la glandula digestiva. Cada una de estas partiegus® y mezclo repetidamente hasta obtener
una mezcla homogénea, se envasé al vacio y seléoag0°C antes de proceder a los

analisis bioquimicos.

32



(98]
73]

Tabla 1. Peso inicial (PI), peso final (PF), incrementopaso (IP), peso eviscerado (PE) y de la glandgkstiva (PGD), indices del
peso eviscerado (IPE) y la glandula digestiva (I@@pntenidos en agua Yy lipidos en el musculogldadula digestiva d®. vulgaris
sometido a distintos periodos de ayuno.

1 dia de 2 dias de 4 dias de 8 dias de

GRUPO Alimentados y = at+b*dias ayuno
ayuno ayuno ayuno ayuno
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 a b
Pi (9) 998 + 157 974 + 116 1034+ 166 1050+ 163 109921898156 15,44
Pf (9) 1066 + 154 918 + 121 968 +164 959+169  979+177 932,54 6,36
IP (9) 68 + 62 56 + 11 -66 + 28 01 + 14 120+ 3f  -49,03  -9,08*
Pe (9) 921 +117 819 + 111 879 + 150 882 + 148 912 + 150832,93 9,32
PGD (9) 44,0 +6,5 36,5+8,1 31,9+7,9 24,1+%4 196+36 3672  -2,32*
IPe (%) 86,6 + 3,4 89,0+0,5 89,8+0,3 92,0+%,1 92,0+1,4 8916  042*
IGD (%) 4,2+0,9 39+04 3,3+0,3 25+93 200, 3,87 -0,25*
Musculo
Humedad (g/100 g peso fresco) 80,2 + 0,4 79,4 +0,5 792+84 793+06 796+03 7925 0,03
Lipidos (9/100 g peso seco) 0,41 +0,22 051+0,09 043+0,17 0,48+0,12 9&®,10 0,50 -0,01
Lipidos (g/individuo) 0,76+043 0,87+028 081+043 089+0,30 30,30 0,89 -0,02

Glandula digestiva
Humedad (g/100 g peso fresco) 62,3+ 1,9 60,6 + 2,3 65,3 +4,7 66,3+55  702% 61,13 1,19
Lipidos (g/100 g peso seco) 21,6+ 5,4 21,0+ 3,2 224+92 209+124 2026 21,75 -0,13
Lipidos (g/individuo) 3,6+0,9 3,1+1,0 26+13 20+17 1,4+13% 3,12 -0,23*

*P<0,05 para la pendiente de la recta de regre$%@,05 respecto del peso inicf##<0,05 respecto de los animales alimentados.



3.2.3. Métodos analiticos y determinacién de lases lipidicas.

La humedad de las muestras se determiné por dedean una estufa KOWELL D2
NOVA durante 24 h a 105 + 1°C hasta peso cons{a@aAC, 1997; Método n°. 930.15). El
contenido total de lipidos (LT) se obtuvo a patér2 g de muestra mediante eter etilico en un
extractor SOXTEC AVANTI 2058 (AOAC, 1997; Método 820.39) y por triplicado. A
partir de LT se estimé la cantidad de muestra rme@epara extraer 10 mg de lipidos segun
Folch et al. (1957). Los lipidos se conservaron disueftoshexano en ultracongelador a
-80°C, reajustandose la concentracion a 10 ugtulctaroformo:metanol (2:1 v/v) antes de
los andlisis.

La separacion de las clases lipidicas se realiedliante cromatografia de alta
resolucion en capa fina (HPTLC) siguiendo el métadoOlsen y Henderson (1989). Se
usaron placas de gel de silice de HPTLC 20 x 1@Merck) sometidas a un pre-tratamiento
con cloroformo:metanol (2:1 v/v), donde se aplical® pg de lipidos con un autoinyector
Linomat 5 (CAMAG) de acuerdo con Cerezo Valverdelgt2012a, c.

3.2.4. |dentificacion y calibracién para la cuaitécion de las clases lipidicas.

En primer lugar se determiné el orden de aparigitmposicion de referencia de cada
una de las clases lipidicas aplicando cada undlatepor separado y a partir de disoluciones
elaboradas con patrones puros (Larodan Fine Chiemigielmo, Sweden). Se incluyeron
lipidos polares (LP): lisofosfatidilcolina (LPC)sfaengomielina (SM), fosfatidilcolina (PC),
lisofosfatidiletanolamina (LPE), fosfatidilserinR®S), fosfatidilinositol (Pl), acido fosfatidico
(PA) y fosfatidiletanolamina (PE); y lipidos newr@N): monoglicéridos (MG; monoleina),
diglicéridos (DG; dioleina), colesterol (CHO), au$dgrasos libres (FFA; acido oleico),
triglicéridos (TG; trioleina) y ésteres de estei®E; Colesteril oleato). Posteriormente, se
obtuvo el area expresada en unidades arbitrarias.)(dorrespondiente a la aplicacién de
entre 0,1 y 15 ug de cada clase lipidica y potitado. Con estos datos se elabor6 una recta
patron compuesta de 6 a 12 puntos, dependiendosdéatite de deteccion de la sustancia.
Los valores obtenidos se ajustaron a la ecuaciamdeecta (y = a + bx) o a una funcién no
lineal del tipo saturacion (y = y0 + ax/(b+x)) sada clase lipidica (ver Figs 1y 2). Todas las

ecuaciones se ajustaron de forma muy significativios valores obtenidos (P<0,001) y
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explicaron mas del 99% de la variabilidad observRd&sto que en el caso de los sulfolipidos
(SL) no se dispuso de patrén puro, el contenidesiend como el producto del porcentaje del

area detectada por la cantidad total de lipidacagé (15 ug).
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Figura 1. Curvas de calibracion para los lipidos pola(83.LPC (Lisofosfatidilcolina): y =
106,5 + 217,9x; LPE (Lisofosfatidiletanolamina): =y 110,2 + 218,9x(B) PA (Acido
fosfatidico): y = -844,1 + (27968,5x)/(11,2 + x)CP(Fosfatidilcolina): y = -982,8 +
(25156,0x) / (7,1 + x); PE (Fosfatidiletanolamina)y 237,8 + (62514,2x)/(32,5 + x))I¢) PI
(Fosfatidilinositol): y = -560,4 + (27426,0x)/(8#1x); PS (Fosfatidilserina): y = -1230,9 +
(20161,3x)/(6,2 + x); SM (Esfingomielina): y = 18# (19488,1x)/(9,3 + x), donde “y” es el
area del pico en unidades arbitrarias y “x” la ikt de lipido en ug
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Figura 2. Curvas de calibracion para los lipidos neut(63.CHO (Colesterol) : y = 46,9 +
(35297,6x)/ 7,4 + X); DG (Diglicéridos): y = 13446(26607,9x)/(10,8 + x); FFA (Acidos
grasos libres): y = -179.9 + (29138,6x)/(9,6 + () MG (Monoglicéridos): y = 1,6 +
(8401,0x)/(2,9 + X); SE (Esteres de esterol -inel@eras-): y = 684,1 + (10246,5x)/(2,8 + X);
TG (Triglicéridos): y = -481,5 + (16700,7x)/(4,2 x); donde “y” es el area del pico en
unidades arbitrarias y “x” la cantidad de lipidougn
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3.2.5. Parametros obtenidos y andlisis de los datos

De cada grupo experimental se obtuvo la media ydésviacion estandar
correspondiente al peso inicial (P1), peso find)(fhcremento de peso (IP), peso eviscerado
(PE) y de la glandula digestiva (PGD), indice d=dgeviscerado (IPE = PE/PF*100) e indice
de la glandula digestiva (IGD = PGD/PF*100). La @amtracion total de lipidos se expreso
en g y la de cada clase lipidica en mg, en ambssscaor cada 100 g de muestra en peso
seco. El contenido total de LP y LN se obtuvo colmosuma de las clases lipidicas
correspondientes a cada grupo. Ademas, se caltglintenido en lipidos acumulado en el
tejido muscular y en la glandula digestiva de ogiganplar por separado con el fin de evitar
interpretaciones erroneas en las concentracioneslade@ cambios en el tamafio de estas
fracciones, y segun la formula:

Contenido en lipidos (g/individuo) = (Peso secaajelo muscular o de glandula digestiva
(g)*Concentracioén en lipidos (g/100 g peso sec@).10

Para comparar las medias de los pesos iniciala} iorrespondientes a cada periodo
de ayuno se utilizo el test de la t - Student pauastras apareadas. Para conocer si habia una
tendencia significativa en la concentracion o etoekenido lipidico en funcion de los dias de
ayuno se llevd a cabo un andlisis de regresiénlsimpmprobando el nivel de significaciéon
de la pendiente de la recta. La comparacion eat@hcentracion o contendido en lipidos
entre los grupos de animales que ayunaron y loseatiados se llevo a cabo mediante el test
de la t - Student para muestras independientea.t®dos los analisis se establecio un nivel de

significacién P<0,05.

3.3. Resultados.

No existieron diferencias significativas entre pesos medios de los distintos grupos
al inicio del experimento. Posteriormente, se olzgen diferencias entre el Pl y PF a partir
del segundo dia de ayuno, detectandose una disdinsgnificativa en el peso de los
ejemplares a razon de -9 g/dia de ayuno (P<0,0bjaT#). Igualmente, PGD e IGD
disminuyeron a razon de -2,32 g/dia y -0,25%/ddiapectivamente, aunque el IPE aument6
con el ayuno a razon del 0,42%/dia. Por el comtrdos animales que fueron alimentados

ganaron una media de 68 g de peso, mostrando uneéP{&D mayores y un menor IPE
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respecto de los animales que ayunaron 4 u 8 d&ks(®). Tanto la concentracion como el
contenido en lipidos fueron menores en el musdul@9¢0,51 g/100g peso seco; 0,73-0,89
g/ind.) en comparacion con la glandula digestiv@a, {22,4 g/100g; 1,4-3,6 g/ind.). No se
detectd una tendencia significativa en los contenik agua o lipidos como consecuencia del
ayuno en el tejido muscular. En la glandula digestil porcentaje de agua aument6 de forma
significativa con los dias de ayuno (P<0,05). Netabte, el contenido lipidico total mostrd
una tendencia negativa y significativa con el ayx0¢23 g/ind./dia de ayuno; P<0,05; Tabla
1).

En referencia a las clases lipidicas, se ideatific hasta 15 bandas distintas en los
cromatogramas realizados, 9 correspondientesdofiiolares y 6 a lipidos neutros (ver Fig.
3). En el musculo predominaron los LP (267,3 -33#g2100g) frente a los LN (66,9-104,7
mg/100g), siendo PC (100,2-120,6 mg/100g), PE (68,3 mg/100g) y CHO (31,6-62,2
mg/100g) las clases lipidicas mayoritarias, represglo conjuntamente mas del 60% del
total de lipidos detectados. La composicion ligidden el mdsculo se mantuvo constante
durante los dias de ayuno, a excepcion de una rtelad@ositiva y significativa en la
concentracion de SM y MG (P<0,05; Tabla 2). Lasceotraciones de MG el octavo dia de
ayuno y de CHO el cuarto dia de ayuno fueron sopEyirespecto de los animales
alimentados (P<0,05). Al considerar el contenidaltde lipidos, solamente se detecté una
tendencia positiva y significativa en los MG (29§/ind./dia), presentandose constante el
resto de clases lipidicas (Tabla 3). El conteniddC¢HO fue significativamente mas elevado
en los ejemplares que ayunaron 4 (115,1 mg/ind@)dias (101,1 mg/ind.) respecto de los
alimentados (58,0 mg/ind.).
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Figura 3. Cromatograma-HPTLC donde se visualizan las clagédidas detectadas y su
orden de aparicion (Pistas 1-4 glandula digesti@aBytejido muscular del mismo ejemplar de
O. wvulgaris). Lipidos polares: LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC:
Fosfatidilcolina; LPE: LisofosfatidiletanolaminaSP Fosfatidilserina; PI: Fosfatidilinositol,
PA: Acido fosfatidico (incluye Cardiolipina. y Fasidilglicerol); PE: Fosfatidiletanolamina;
SL: Sulfolipidos; PIG: Pigmentokipidos neutros. MG: Monoglicéridos; DG: Diglicéridos;
CHO: Colesterol; FFA: Acidos grasos libres; TG: dglidéridos; SE: Esteres de esterol

(incluye Ceras).

40



Tabla 2. Concentracion de las distintas clases de lipiohgg100g en peso seco) en el muscul®dgulgarissometido a distintos

periodos de ayuno.

GRUPO Alimentados 1 diade ayuno 2 dias de ayunodiaside ayuno 8 dias de ayung = a+b*dias ayuno
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 a b
Lipidos polares (LP)

LPC N.d. 14,4+ 20,4 72+ 6,1 10,3+ 20,6 N.d. 14,46 -1,73
SM 4.4 + 3,6 49+19 6,5+2,0 6,7+2,9 9,2a 3, 4,74 0,55*
PC 106,9 + 58,8 120,6 + 21,0 102,6 + 33,6 10420 8 100,2 + 29,3 114,58 -2,06
LPE 10,8 £10,9 16,5+8,1 17,2+17,5 239+128 17,8+0,4 18,21 0,19
PS 22,3+12,1 29,3 +3,7 284+1,7 33,1+8,9 7 316,4 28,96 0,44

Pl 18,4 +10,0 29,4+4.3 41,5+19,9 40,4+ 17,4 2,73 6,9 36,61 -0,15

PA 18,6 + 6,2 23,3+6,4 21,1+6,0 24,2 +8,4 HBA81 24,44 -0,82

PE 82,0 +44,3 88,9+7,9 94,2 +32,9 945+26,1 8,7&14,5 98,83 -3,27

SL 3,8+3,1 6,9+4,9 1,9+3,8 N.d. 21+23 8,4 -0,46
Lipidos neutros (LN)

MG 10,1+7,9 11,7+0,8 12,0+ 3,2 17,2+ 2,4 21,4 + 4,f 10,14 1,45*
DG N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.

CHO 31,6 +11,8 58,6 + 20,2 499+129 62,2 813 45,1 +19,8 59,34 -1,43
FFA 16,4+21,4 13,5+1,5 14,4+49 17,4 +10,6 5,61+ 9,5 14,13 0,29
TG 45+26 3,8+2,7 1,8+2,0 6,1+8,9 52%4, 2,89 0,35
SE 3,4+6,8 23+1,6 3,8+3,0 1,8+3,7 7,9&5, 1,21 0,73

LP (Total) 267,3 +138,6 334,2+29,5 316,4 £+95,0 337,2+100,0 280,8 +61,4 342,62 -6,79
LN (Total) 66,9 + 48,8 89,9+22,1 81,9+15,1 104,22,8 95,1 +41,6 87,76 1,38

I

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PEpsfatidilcolina; LPE: LisofosfatidiletanolaminaSPFosfatidilserina; PI: Fosfatidilinositol; PA: o fosfatidico
(incluye Cardiolipina. y Fosfatidilglicerol); PE:oBfatidiletanolamina; SL: Sulfolipidos; MG: Monoggridos; DG: Diglicéridos; CHO: Colesterol; FFA: idos
grasos libres; TG: Triglicéridos; SE: Esteres deres (incluye Ceras). N.d. = No detectado; *P<0p@a la pendiente de la recta de regresiBr,05 respecto de
los animales alimentados.



Tabla 3. Contenido medio de las distintas clases de lipjohagindividuo) en el tejido muscular de un ejemplaO. vulgarissometido a
distintos periodos de ayuno.

GRUPO Alimentados 1 diadeayuno 2diasdeayuno 4 d&aydno 8 dias de ayungy = at+b*dias ayuno
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 a b
Lipidos polares (LP)

LPC N.d. 21,0 +29,6 14,1 + 13,8 19,8 + 39,6 N.d. 3,82 -2,69
SM 8,3+6,7 8,7+4,6 11,9+5,2 12,2+5,6 1786 8,26 1,16
PC 196,4 +112,2 208,5+ 65,7 192,6 + 96,5 1923G6 191,7 + 90,8 202,52 -1,65
LPE 20,0+ 20,2 27,2+11,8 30,8 +£28,9 41,7+19,1 32,3+5,2 30,66 0,64
PS 419+ 23,4 50,4 £ 14,0 51,3+9,2 60,6 +20,1 9,7%23,0 50,22 1,41

Pl 34,1 +£19,7 50,1 +11,6 79,3+54,0 73,7+33,6 61,5+23,9 65,75 0,11

PA 34,6 +13,2 394+115 39,4+17,3 451+195 31,8+13,2 42,95 -1,07

PE 151,2 + 84,8 151,7 + 33,8 177,3 +93,7 175,565 129,5+49,3 175,91 -4,62

SL 7,0+6,0 12,4+8,9 4,4 +8,8 N.d. 3,8+4,1 498, -0,88
Lipidos neutros (LN)

MG 18,7 + 14,7 20,0+ 3,9 220+7,5 31,0+ 3,0 240615,1 17,19 2,96*
DG N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.

CHO 58,0 + 23,3 96,7 + 28,2 92,9 + 38,8 115,1 435, 101,1+30,2 97,54 1,04
FFA 30,4 £ 39,3 23,1+5,9 26,4 +10,4 36,14,4 31,4+229 23,65 1,09
TG 8,3+4,9 5842 29+3.3 12,1+17,0 108 % 4,24 0,97
SE 6,3+12,5 52+1,0 9,1+2,7 27+54 17,9,71 1,95 1,71

LP (Total) 493,6 £ 266,7 569,4 £122,4 593,4 + 288,8 621,5 + 227,3 530,8 £+211,2 603,93 -6,71
LN (Total) 123,5+90,9 149,0 + 29,0 151,0+51,0 91D+51,2 185,5+104,7 147,93 5,65

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PEpsfatidilcolina; LPE: LisofosfatidiletanolaminaSPFosfatidilserina; Pl: Fosfatidilinositol; PA: o fosfatidico
(incluye Cardiolipina. y Fosfatidilglicerol); PE:oBfatidiletanolamina; SL: Sulfolipidos; MG: Monoggridos; DG: Diglicéridos; CHO: Colesterol; FFA: idos
grasos libres; TG: Triglicéridos; SE: Esteres deres$ (incluye Ceras). N.d. = No detectado; *P<Qp@Ba la pendiente de la recta de regresi®0,05 respecto d los

animales alimentados



En la glandula digestiva predominaron los LN ($8:44.151 mg/100g) frente a los
LP (3.157-6.517 mg/100g), siendo los TG (1.799-Z.989/100g), FFA (2.862-5.376
mg/100g) y MG (595-2.469 mg/100q) las clases lgadimayoritarias (Tabla 4). Se detectd
una tendencia positiva en la concentracion totalRI¢428 mg/100g/dia), siendo significativa
para SM, PC, PS y PE (P<0,05). No se detectd untketeia en la concentracion total de LN,
aungue si una tendencia positiva en los MG (190.0@gy/dia) y negativa para los TG (-595
mg/100 g/dia), significativa en ambos casos (P<J0,0& concentracion de TG en los
animales que ayunaron 8 dias fue menor y la de Mdyomrespecto de los animales
alimentados (P<0,05; Tabla 4).

Al considerar el contenido total de lipidos englandula digestiva, se detect6 una
tendencia negativa tanto para los LP como los LiNigae solo fue significativa en este
altimo caso (-133,31 mg/ind./dia; P<0,05; Tabla Bjincipalmente esta disminucion se
atribuyé al descenso significativo en los TG (-B803mg/ind./dia). Generalmente, los
individuos que ayunaron durante 8 dias mostraronomeontenido para todas las clases
lipidicas respecto de los alimentados, siendo feigitivas para el contenido total de LN,
LPE, PAy TG (P<0,05; Tabla 5).
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Tabla 4. Concentracion de las distintas clases de lipiohgg100g en peso seco) en la glandula digestiva. deilgarissometido a
distintos periodos de ayuno.

GRUPO Alimentados 1 diade ayuno 2 dias de ayundiagide ayuno 8 dias de ayuno y = a+b*dias ayuno
n=4 n=n4 n=4 n=4 n=4 a b
Lipidos polares (LP)
LPC 282,5+114,8 306,9+37,9 218,4+173,1 298,1+178 367,1+185,8 244,37 14,21
SM 14,5+29,1 N.d. N.d. 25,0+29,1 40,2+54,8 -6,80 1686,
PC 1567,0+794,8 819,7+154,8 960,1+268,1 16232866 1940,6+580,8 720,37 164,14*
LPE 292,6+71,1 186,3+70,6 263,0+99,5 241,8+147,7 5,26128,6 210,96 7,53
PS 807,3+286,6 673,4+101,2 856,9+278,9 969,9+515,11207,2+473,4 663,16  70,32*
Pl 439,3+160,5 399,0+45,3 629,2+362,9 558,8+275,7 83,%+174,1 457,14 29,49
PA 265,2+37,4 161,9+25°9 194,1+62,7 109,5+43%3 200,4+149,3 154,24 3,27
PE 965,7+465,5 383,5+178,3 591,5+177,1 700,9+212,91357,4+834,7 255,60 134,07*
SL N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.
Lipidos neutros (LN)
MG 595,6+204,8 1184,2+28F%8 1250,5+631,8 1684,1+62F 6 2469,4+15799 933,43 190,29*
DG 405,9+141,8 690,9+258,4 562,0+355,8 740,2+216,31102,9+1469,3 520,95 69,43
CHO 529,6+227,4 666,1+19,2 1186,4+967,4 934,6#8126 1901,9+1477,5 597,21 153,3
FFA 2862,9+4980,2 3635,0+366,9 4813,5+1920,0 3624715 5376,3+5149,5 3665,79 185,56
TG 7952,4+1924,3 5949,8+1252,0 5680,6+927,3 61%6%,1 1799,1+1130°4 7129,48 -595,39*
SE 645,3+104,9 1068,1+338,8 686,2+283,2 968,3+959,9 919,2+920,8 935,55 -3,42
LP (Total) 5116,4+2702,1 3157,74531,6 4534,7+12704949,5+2132,1 6516,7+2032,7 3181,6 428,22*
LN (Total) 12958,6+2316,613492,5+1249,714151,4+3896,813239,2+8962,4 13864,1+10921,9 13639,49 12,62

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; P@osfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina;SP Fosfatidilserina; PI: Fosfatidilinositol; PA: &o

fosfatidico (incluye Cardiolipina. y Fosfatidilgéiool); PE: Fosfatidiletanolamina; SL: SulfolipidddG: Monoglicéridos; DG: Diglicéridos; CHO: Colesbé

FFA: Acidos grasos libres; TG: Triglicéridos; SEstéres de esterol (incluye Ceras). N.d. = No datlect*P<0,05 para la pendiente de la recta de s&gre
$P<0,05 respecto de los animales alimentados.
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Tabla 5. Contenido medio de las distintas clases de I§p{dw/individuo) en la glandula digestiva de umgar deO. vulgaris

sometido a distintos periodos de ayuno.

GRUPO Alimentados
n=4
Lipidos polares (LP)
LPC 44,5 £ 9,6
SM 28+0,9
PC 259,8 +130,6
LPE 48,4+ 12,6
PS 131,8 £44,0
Pl 72,3+27,9
PA 120,543
PE 169,3 + 99,8
SL N.d.
Lipidos neutros (LN)
MG 95,3+24,2
DG 68,4 + 31,2
CHO 84,1+27,8
FFA 456,5 £ 101,9
TG 1341,6 + 460,8
SE 109,4 + 13,3
LP (Total) 843,8 + 353,2
LN (Total) 2146,9 + 480,2

1 diade ayuno 2 dias de ayundiagide ayuno 8 dias de ayunoy = a+b*dias ayuno

n=4 n=4 n=4 n=4 a b
43,6 +8,7 25,1 + 20,4 28,8+251 4,3218,1 37,41 -1,85
n.d. n.d. 14+1,7 31+1,9 0,64 483,
113,3+ 8,1 108,5+51,2 149,631 1159+42,2 11813 0,99
272+11% 29,6+ 14,1 23,4+ 20,6 15,6 +8,9 31,04 -1,89
96,3 +22,7 98,5 + 55,0 92,6+78,8 76,9+449 102,43  -3,03
58,6 + 17,9 71,8 + 46,3 53,3+456 42,1+18,5 68,86 -3,30
58,3 + 5°9 68,4 + 40,5 26,4+11% 455+37,6 60,10 2,78
50,8 + 12,6 66,8 + 31,5 63,7 £ 46,5 75,1 + 39,4 53,87 2,73
N.d. N.d. N.d. N.d.
164,0 + 234 165,1+116,2  118,1+74,3 168,6 +1452 153,13 220,
108,8 + 64,2 57,5+29,5 84,2 + 46,4 859 +119,8 85,85 -0,47
96,4 + 23,6 144,8 + 130,8 83,4455 133,7+131,2 10541 245
536,1 +180,7 558,6+321,0 3312399 391,3+441,9 546,34 -24,53
903,7 +402,3 627,8+184,4642,2+698,9 104,2+567 958,22 -103,67*
1434+84 802+56,01 1168+159,8 715+995 132,97 17,6
439,8 +42,9  517,7 +246,9460,6 + 371,4 402,4+187,5 492,94 -10,08

1994,6 + 668,6 1613,9%622 1304,8 +905,1 976,6 + 765,31972,42 -133,31*

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PGEosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina;SP Fosfatidilserina; PI: Fosfatidilinositol; PA: &
fosfatidico (incluye Cardiolipina. y Fosfatidilgéicol); PE: Fosfatidiletanolamina; SL: SulfolipiddéG: Monoglicéridos; DG: Diglicéridos; CHO: Colesté
FFA: Acidos grasos libres; TG: Triglicéridos; SEstéres de esterol (incluye Ceras). N.d. = No datect *P<0,05 para la pendiente de la recta deeségr;

$P<0,05 respecto de los animales alimentados.



3.4. Discusion.

En este trabajo, el método del HPTLC descrito ipreente por Olsen y Henderson
(1989) ha demostrado ser efectivo para cuantifi@srdistintas clases lipidicas cuando se
acompafian de curvas de calibracion elaboradasstandares puros. Como se observa en las
Figs. 1 y 2, este método tiene la ventaja de tenecuenta las diferentes respuestas de las
clases lipidicas a pesar de aplicar cantidadedasenide lipidos. Por lo tanto, éste método
podria aportar resultados mas precisos para lasagsbnes cuantitativas de clases lipidicas
comparadas con otros estudios donde se muestrgaoiosntajes de las areas detectadas en
densitometria (Almansa et al., 2006; Garcia-Garedoal., 2010). Igualmente, en otros
estudios, las curvas de calibracidn realizadas aaadisis cuantitativos mediante HPTLC se
han aplicado con buenos resultados para lipidotefi@b nervioso, incluyendo SM, PC, PE,
Pl, PS, cerebrosidos y SL (Macala et al.,1983) ad&€@adena larga y media, y sus productos
derivados de la digestiéon (Sek et al., 2001).

La pérdida de peso €. vulgariscomo consecuencia del ayuno se pudo atribuir en
mayor medida a la disminucién del peso de la glendigestiva mas que a la fraccion del
peso eviscerado, sugiriendo también una mayor ibontén energética de la glandula
digestiva durante los primeros dias de ayuno. D@dosimilar, O’Dor et al. (1984) €.
vulgaris, Tait (1986) enTodarodes japonicuy Castro et al. (1992) eB8epia officinalis
describieron una disminucion del peso de la glandigestiva con tasas mas rapidas que el

peso corporal durante el ayuno.

3.4.1. Variaciones en la composicién y el contefiigidico del tejido muscular.

Segun nuestros resultados, los lipidos presentektejido muscular no contribuyeron
de forma significativa al mantenimiento del metédmb energético durante el ayuno@n
vulgaris En primer lugar, tanto las concentraciones cohuortenido total en lipidos fueron
extraordinariamente bajos (<0,51 mg/100g peso ged®,89 g/ind.), ademas de mantenerse
constantes durante un periodo de 8 dias de aywhos Eesultados coinciden con los bajos
niveles de lipidos encontrados en la musculaturatiaes octépodos (Rosa et al., 2005). En
segundo lugar, la composicion lipidica del mus@apenas mostré variaciones a lo largo del

periodo experimental, conservandose el predomiaitod lipidos polares sobre los neutros.

46



Al igual que en los trabajos de Navarro y Villana€2000), Almansa et al. (2006) o Cerezo
et al. (2012b), PC, PE, PS y PI fueron los LP megpresentados. Aparte de sus funciones
meramente estructurales, estos lipidos interviesrena regulacion de la fluidez de las
membranas, procesos de transporte, metabolisma@dugeion de energia (Tocher et al.,
2008).

A nivel muscular, fueron interesantes los cambetectados en MG y CHO durante el
ayuno. Los MG pueden considerarse productos intdiames en el proceso de degradacion
de los TG para la obtencion de energia aumentandimrcha progresiva con los dias de
ayuno. Sin embargo, no se detectaron cantidadesicigivas ni variaciones en el contenido
de TG en el muasculo, sugiriendo que estos MG peréaad de un lugar distinto.
Simultaneamente, también se detectd un mayor ddotete CHO en los ejemplares que
ayunaron respecto de los alimentados regularmeuntgriendo que éste también podria ser
transportado desde otros tejidos u 6rganos. Estadtados hacen plantearnos la hipétesis de
un transporte simultdneo de TG y CHO durante ehayaitravés de la hemolinfa hacia las
células musculares. Previamente, Heras y Polle960(11992) describieron la presencia de
tres lipoproteinas de distinta densidad (LP-I, LR-ILP-IIl) y composicion lipidica que
podrian actuar como medio transportador de lipadge érganos e@ctopus tehuelchusa
mayoria del CHO y fosfolipidos son transportadasig®| y LP-Il y los FFA, SE y TG por
LP-11l. No obstante, el hecho de que las conceitnas de MG y TG sigan siendo bajas en el

musculo hace pensar que éstos serian inmediatametdbolizados.

3.4.2. Variaciones en la composicién y el contefigidico de la glandula digestiva.

La hipotesis propuesta anteriormente explicari@gién la disminucion progresiva de
los niveles de TG en la glandula digestiva, asi cqarte de los resultados obtenidos por
otros autores en cuanto al metabolismo lipidicolate cefalépodos, y entre los que se
incluyen: a) un mejor aprovechamiento nutritivolaelieta y retencién de la proteina cuando
se suministran dietas mixtas a base de pescadsiaceos — moderada en grasa-, que cuando
estan basadas exclusivamente por crustaceos — apaelh grasa- (Garcia Garcia y Cerezo
Valverde, 2006; Prato et al.,, 2010); b) la contreie surgida en algunas especies cuyos
lipidos digeridos no acaban siendo almacenados gfdhdula digestiva (Semmens, 1998;

Moltschaniwsky y Johnston, 2006); c) los excelemesultados del engorde @& vulgaris
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conB. boopsprocedente del descarte de jaulas marinas a gesar elevado contenido en LN
y CHO (Estefanell et al., 2010); d) la presenciaegalizada de CHO en el tejido muscular de
los cefalépodos asi como mejores crecimientos @uand presas contienen mayores niveles
de este nutriente (Navarro y Villanueva, 2000, 2@@mingues et al., 2004; Almansa et al.,
2006). EI CHO se muestra como nutriente importantével estructural y estd implicado en
las propiedades fisiol6gicas de las membranasarehil pero también actia como precursor
de hormonas esteroideas, sales biliares y vitamir{&rockett y Hazle, 1997; Kanazawa,
2001). No obstante, la disminucibn de CHO en eldaejmuscular en los ejemplares
alimentados sugiere su participacion en procesaahflkicos asociados al crecimiento de los
animales.

A nivel de la glandula digestiva se detecto ladétia a concentrarse de la mayoria
de LP, seguramente provocada por la disminuciéel émamafio de este 6rgano. No obstante,
el contenido total almacenado de estos lipidosa®endria constante por lo que estas clases
lipidicas no parecen movilizarse durante el ayugorto plazo. También eBepia officinalis
se detectd un aumento en la concentracion de fpsfos conforme avanzaba el estado de
ayuno (Castro et al., 1992) por lo que su uso pagsfar limitado a las fases de crecimiento.
Por otro lado, los ejemplares alimentados si ptasam la capacidad de almacenar estas
clases de lipidos, con valores que duplicaron bsevados en los ejemplares que ayunaron,
aungue la alta variabilidad de los datos no pedtnu@tectar diferencias para la mayoria de
ellas y podria ser el resultado de variacione®sigdo previo de alimentacion. (Castro et al.,
1992; Moltschaniwsky y Johnston, 2006).

Las variaciones también fueron evidentes en el th¢ LN, FFA, SE y TG, cuyos
contenidos tendieron a disminuir como consecueteiaayuno. La movilizacién de lipidos,
TG y SE de este 6rgano también ha sido demostrad&r@s trabajos (O’Dor y Wells, 1987;
Castro et al., 1992; Moltschaniwsky y Johnston, 620Garcia-Garrido et al., 2010).
Moltschaniwsky y Johnston (2006) no detectaron auoseen el contenido de lipidos de
reserva en la glandula digestiva a pesar del inenémren la racion de alimentacién. Por esta
razon, sugirieron la existencia de otras localmaes para el almacenamiento de estos lipidos,
la posibilidad de su excrecion o la inmediata m@tahcion, siendo ésta ultima la hipotesis
mas plausible en base a los resultados obtenide$ gresente estudio. Mas recientemente,
Garcia-Garrido et al. (2010) observaron un descdesB8E y TG en la glandula digestiva de

O. vulgarisdespués de 10 y 21 dias de ayuno, respectivaniesites autores solo tienen en
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cuenta los valores de concentracién pero no el icainportante en el tamafio. En este
sentido, para una concentracion constante, el coltdotal de SE y TG sera menor en una
glandula digestiva mas pequefia, asi que se datsgréaar una respuesta en la disminucion de

estas clases lipidicas mas prematura.

3.4.3. Contribucion energética de los lipidos erv@igaris.

Desde un punto de vista bioenergético, los redodtaobtenidos demuestran una
contribucion significativa de los lipidos al metabmo energético del pulpo. Concretamente,
los lipidos almacenados en la glandula digestigengfiuyeron a razén de 0,23g/dia de ayuno
en un ejemplar de 1 kg. A partir de los coeficism@icaloricos propuestos por Miglavs y
Jobling (1989) 1 g de lipidos proporcionaria 38]J91k que supondria un aporte calorico de
unos 9 kJ por dia, en su mayor parte procedentesdieG de la glandula digestiva. En el caso
de un ejemplar de 1 kg a 18°C —condiciones expetates similares a las del presente
estudio-, Cerezo Valverde y Garcia Garcia (200d@nason un consumo de oxigeno de 2,6 g
de QJ/dia y un gasto energético de 34,7 kJ/dia en simate rutina. En este caso, se puede
estimar que los lipidos contribuirian con el 26% giesto energético diario de los animales
durante el ayuno a corto plazo y el resto deberiaed suministrado por otras fuentes como
las proteinas (Lee, 1994) o los hidratos de carlidturillo-Velarde et al., 2011a). EBepia
officinalis los lipidos aportaron el 39,8% de la energia mlente de la glandula digestiva
durante un ayuno prolongado (Castro et al., 198@3ervandose valores de hasta el 57%
durante el ayuno reproductivo &ttopus minugZamora y Olivares, 2004).

Por lo tanto, los resultados de este estudio sergigue tanto los TG como el CHO
podrian ser transportados simultaneamente a tdevéshemolinfa durante el ayuno hacia las
células musculares y por tanto, los niveles deem@ glandula digestiva iran disminuyendo
gradualmente, aunque esta interesante hipoteseyidebser comprobada mediante estudios
del metabolismo lipidico. Igualmente, el empleodiktas formuladas y suplementadas con
distintas clases de lipidos, especialmente fosétuf triglicéridos o colesterol, podria ser una
herramienta eficaz para aclarar su papel y compraba utilizacion en periodos de

crecimiento.
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4. CAPITULO I : Contribucion energética de los carbohidratos durate el ayuno en el

pulpo comun (Octopus vulgaris)

Resumen.

La concentracion de los carbohidratos (CH) fudizaxda en la glandula digestiva, en
la gonada y en el musculo dectopus vulgarisa lo largo de 8 dias de ayuno. La
concentracion de CH estuvo comprendida entre 222-@/100g SS en la glandula digestiva,
2,14-3,20 g/100g SS en la génada y 1,78-3,16 g/8®¢gn el masculo. La concentracion de
CH permanecié constante durante los 8 dias de agmiheo glandula digestiva y en la gbnada.
Los cambios mas evidentes se produjeron a nivelajielo muscular. EI descenso en la
concentracion de CH en el musculo a razén de 0309 de peso humedo para un ejemplar
de 1 kg representaria un consumo total de 0,18 @HleComo conclusion se puede asumir
una contribucién de los CH del 9,9 % al gasto edterg diario en situacion de ayuno (8,6 %
del masculo y 1,3 % de la glandula digestiva). Balanto, aunque se haya demostrado un
papel secundario de los CH én vulgaris éstos contribuirian al metabolismo energético en
situaciones concretas y no deberian menospreotarsel contexto de sus requerimientos

nutritivos ni en la formulacion futura de dietasgaefalépodos.

4.1. Introduccion.

El conocimiento de los requerimientos nutriciosade cefaldpodos se encuentra auln
en su fase incipiente y ha estado limitado postasa disponibilidad de dietas formuladas de
apropiada aceptabilidad y/o composicion nutritiBarfiingues et al., 2007; Cerezo Valverde
et al., 2008). La mayoria de las hipotesis sobtesesequerimientos se han generado al
suministrar dietas naturales, a partir de sus sindlioquimicos y de los propios cefaldépodos
(Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006), mediamtatilizacion de sustratos energéticos
marcados (O’Dor et al., 1984) o en experimentoaydso (Castro et al., 1992). De ellos, se
deduce que los cefalépodos son especies exclusimancarnivoras y, a diferencia de lo
ocurrido con las proteinas, raramente utilizan aaidratos (CH) o lipidos como fuente de
energia (Lee, 1994). No obstante, se ha demostadotienen la capacidad de digerir,

almacenar y utilizar CH, proporcionando energiafguemtemente para las actividades
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explosivas de caracter anaerdbico (Wells y Clatkep). Segun O’Dor et al. (1984), los CH
después de una comida son rapidamente catabolizadok una pequefia cantidad seria
acumulada como glucogeno muscular, siendo practiseeminmune a su movilizacion en
situaciones de ayuno. Segun Hochachka y Fields2j16Bglucogeno también puede ser
rapidamente recuperado directamente de la glucosaireulacion o de aminoacidos

gluconeogénicos. En contraste, se han encontragtidades variables y significativas en
todos los tejidos de numerosas especies de cetidépmcluyendo la goénada (1-9% materia
seca), la glandula digestiva (3-13% materia sead)misculo (1-8% materia seca) (Rosa et
al., 2005). A pesar de ello, los estudios sobrecdatribucion de estos sustratos al
metabolismo energético en cefaldpodos son escasamraparaciéon con los dedicados a
proteinas o lipidos. El objetivo de este estudeodanocer la variacion en el contenido de CH
en el tejido muscular, glandula digestiva y gona#aOctopus vulgaris asi como su

contribucion al gasto energético total duranteyaha.

4.2. Materiales y métodos.

Los ejemplares d©. vulgarisse capturaron en el Mar Mediterraneo (Murcia, S.E.
Espafa) y fueron transferidos a tanques circuladbgiduales de 262 | en el laboratorio. Los
animales se aclimataron durante 2 semanas, dugatdgeperiodo se alimentaron con alacha
(Sardinella auritd y cangrejo Carcinus mediterranysen dias alternativos. Los tanques
fueron equipados con un sistema de recirculacicagde con control de la temperatura (Air
Energy, Heat Pump Inc., Model 400 Ti) y filtraciGrecénica y bioldgica; la temperatura se
mantuvo constante (18,19 + 1,13°C). Después débdmeide aclimataciéon, los animales se
pesaron y sexaron, formando 5 grupos experimerdaldsindividuos macho cada uno con un
peso medio inicial similar (957-1099 g; 1022,75 @306 g). Cuatro de estos grupos se
sacrificaron a los dias 1, 2, 4 y 8 después derssirar la Ultima comida. Se dispuso ademas
de un grupo control final que fue alimentado dwdnt 8 dias del experimento. Todos los
animales fueron anestesiados por inmersion en dguanar helada antes del sacrificio
(Rodriguez-Dominguez et al., 2006). Posteriormarge diseccion se peso el tejido muscular
(animal completo sin visceras), la glandula digesyila gonada. El contenido de humedad de
cada tejido fue determinado por desecacién a 1058%ta peso constante durante 24 h. Los

CH totales fueron determinados por triplicado, igigdo el método descrito por Dubois et al.
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(1956), y expresado como g/100g de tejido en pé&soedo (SH) y en peso seco (SS). Se
utilizé un andlisis de regresion simple para deigamla variacién en la concentracion de CH
en funcion de los dias de ayuno. Se uso el telst HéStudent para comparar la concentracion
de CH entre los grupos de animales que ayunardrcgngrol (animales alimentados), con

nivel de significacion de P<0,05.

4.3. Resultados y Discusion.

Los animales mostraron una pérdida significativeekepeso total y en el peso de la
glandula digestiva a partir del 4° dia de ayund(85), aunque no se detectaron ni en el peso
eviscerado ni en la gbnada. Considerando todosjérsplares analizados, la concentracion
de CH estuvo comprendida entre 2,42-4,23 g/100gis$ glandula digestiva (Fig. 1A),
2,14-3,20 g/100g SS en la génada (Fig. 1B) y 1,18-8/100g SS en el musculo (Fig. 1C).
Ni en la glandula digestiva (Fig. 1A) ni en la gdaaFig. 1B) se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos, manteniéndoseaomeentracion de CH constante a lo largo
de los 8 dias de ayuno (en peso seco y humedd)®H>@ualmente, no existieron diferencias
en estos tejidos entre los animales que ayunatos glimentados (P>0,05). Sin embargo, a
pesar de las concentraciones de CH similares ghatalula digestiva de los animales que
ayunaron 8 dias y los controles, el mayor tamafia déandula digestiva en estos Ultimos se
tradujo en un mayor contenido de CH almacenadosendgano (0,59 + 0,20 g vs. 0,20 +
0,09 g/glandula digestiva/ind.; P<0,05), con unanuucion en CH a razon de 0,028
g/glandula digestiva/dia de ayuino/ind. Ademas, datectada una correlacion positiva entre
el contenido de agua y CH, contribuyendo a una exnacion de CH constante en la
glandula digestiva (Fig. 3). Una tendencia negativaignificativa fue observada para la
concentracion de CH en el musculo (-0,02 g/100gySH,08 g/100g SS de CH por dia de
ayuno; P<0,05; Fig. 1C). Ademas, los animales raostrconcentraciones significativamente
mas bajas de CH en el musculo después de 4 u &leliaguno (1,78 + 0,16 y 1,78 + 0,54
g/100g SS, respectivamente) respecto de los ejesspddimentados (3,16 + 0,90 g/100g SS).
En base a los resultados obtenidos se ha comprédbadpacidad de almacenamiento de CH
a nivel de la glandula digestiva cuando los animake alimentan con una dieta mixta de

crustaceos y pescado
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En el presente estudio, las reservas de los Cldsdgonadas no fueron movilizadas,
contrariamente a las observaciones hechas en maluja digestiva y musculo. Quizas el
glucogeno gonadal esta preservado para la madora@intesis del tejido reproductivo. Rosa
et al. (2005) detect6 un aumento en los niveleglul®geno en las gonadas de ambos sexos
de cefalopodos maduros. En nuestro estudio, ldssmsnhioquimicos fueron realizados sélo

en machos en la misma etapa de madurez para levitluencia de procesos reproductivos.
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Figura 1. Variacién en la concentracion de carbohidratospeso hiumedo y peso seco
(g/100gq), en la glandula digestiv&)( gonadaB) y musculo C) deOctopus vulgarislurante

8 dias de ayuno. Los valores indican la media ¥ide®n estandar (n34*P<0,05 entre los
animales que ayunan y los alimentados.
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representa el valor medio de 4 animales. *P<0,0Beelos animales que ayunan y los
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Figura 3. Contenido de agua (g/DG/individuo) en funciérc@htenido de CH en la glandula
digestiva (g/GD/individuo) ef®. vulgarisen ayunas y alimentados.
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Los cambios mas evidentes se produjeron a nivelefldb muscular. El descenso en
la concentraciéon de CH en el masculo a razén d2 @, 000g/dia para un ejemplar de 1 kg
(85-90% es tejido muscular) representaria un condiotal de 0,18 g de CH. Considerando
un coeficiente caldrico de 16,7 kJ/g de CH, ést@8 @ representarian un aporte energético
de 3 kJ/dia. Una menor contribucién fue detectadia glandula digestiva (0,028 g/glandula
digestiva/ind./dia o 0,47kJ). Estudios méas esmmdfison necesarios para discernir si las
reservas de CH son usadas para cubrir los propegerimientos de la glandula digestiva o
como parte de la demanda muscular. Para un ejendglat kg a 18°C —condiciones
experimentales similares a las del presente estud@rezo Valverde y Garcia Garcia (2004)
estimaron un consumo de oxigeno de 2,6 g ddi® en situacién de rutina y un gasto
metabolico de 35 kJ/dia. Como conclusion se pusdmia una contribucion de los CH del
9,9% al gasto energético diario en situacion deay8,6% y 1,3% procedentes del masculo
y de la glandula digestiva, respectivamente). lnpeate, Castro et al. (1992) observaron una
baja contribucion de los CH, inferior al 3% delalotle energia movilizada por la glandula
digestiva enSepia officinalisdurante el ayunoO. vulgaris seria por lo tanto reacio a
consumir las reservas de CH, las cuales serianostpadas para disponer de ellas en
situaciones mas explosivas, como podrian ser laeagde presas o la huida de depredadores,
pero también en periodos de inanicion de mas das3 Wna alimentacion regular también
permite aumentar el contenido de CH en la glandiglestiva y mantener su concentracion en
el masculo. Por lo tanto, aunque se haya demostradsapel secundario de los CH @n
vulgaris, éstos contribuirian al metabolismo energéticsigraciones concretas y no deberian
menospreciarse en el contexto de sus requerimiantosivos ni en la formulacién futura de
dietas para cefalépodos. Las pequefas cantidadebl @&umuladas en el musculo puede ser
una consecuencia de una capacidad limitada pgtadagénesis 0 como consecuencia de una
dieta baja en CH. Estudios adicionales son newssgara determinar el efecto de dietas

formuladas con diferentes niveles de CH.
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SECCION ACEPTABILIDAD

5. CAPITULO lll. Formato sencillo de pienso para
comprobar la aceptabilidad de ingredientes en

pulpo de roca Octopus vulgari$.
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5. CAPITULO Il

Formato sencillo de pienso para comprobar la
aceptabilidad de ingredientes en el pulpo de roca

(Octopus vulgaris.
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Capitulo IlI

5. CAPITULO lIl : Formato sencillo de pienso para comprobar la acegbilidad de

ingredientes en el pulpo de rocadctopus vulgaris.

Resumen.

En este trabajo hemos estudiado la aceptabilidgdcyecimiento en subadultos
de Octopus vulgarisalimentados con diecinueve dietas formuladas s@meldas
unicamente diferenciadas en el ingrediente a t€30G#0), gelatina como aglomerante
(20%) y agua destilada (50%). Entre los ingredeerteprobar se incluyeron harinas
vegetales y animales, liofilizados y productos elvg. Las mayores tasas absolutas de
alimentacion (10,5-16,1 g/dia), crecimiento (5,9-8/dia; 0,5-0,7 %P/dia) e indice de
eficacia alimentaria (44,4-65,8%) fueron obtenidos las dietas que contenian pescado
liofilizado (Boops boops Sarinella auritg o yema de huevo en polvo, mientras que las
harinas vegetales y animales ofrecieron los pemssltados. Todos los grupos de
dietas fueron bien separados por el analisis dedogponentes principales y, teniendo
en cuenta las variables bioquimicas e indices leamlos, los tres componentes
principales seleccionados (CP) explicaron el 80¢2¥dtotal de la varianza. Algunos de
estos ingredientes podrian servir de atrayentegemt@ enmascarador para que los
animales ingieran otros ingredientes que, aislagmssentan una mala aceptabilidad,

pero que nutricionalmente pueden ser apropiados.

5.1. Introduccioén.

Una de las principales razones para el escasordiésale los cefalopodos en la
acuicultura es que no hay una dieta disponiblesgaeaceptada con una composicion
nutritiva equilibrada para todas las etapas deida (Waz-Pires et al., 2004; Cerezo
Valverde et al.,, 2008). En la actualidad, los tjadavan encaminados hacia la
elaboracion de piensos semihiumedos o extrusionadoartir de ingredientes secos
(Morillo-Velarde et al.,, 2012a; Querol et al., 2@ld) por su mejor conservacion,
estabilidad y menor impacto ambiental en las geamarinas (Mazon et al., 2007) v,
aunque los resultados han sido satisfactoriosytada se han alcanzado las elevadas
tasas de ingesta y crecimiento que cuando se empliedas naturales a base de
crustaceos. Tanto el contenido en humedad comagestes quimicos que se utilizan

para hacer la dieta atractiva podrian realmenteiireén el grado de aceptacion e ingesta
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Capitulo IlI

(Lee et al.,, 1991; Domingues et al.,, 2007). De bgecka capacidad de los
quimiorreceptores del pulpo estan bien desarradladsiendo sensibles a &cidos,
azucares, sales, extractos de cangrejo, aminoagidogleotidos (Wells et al., 1983;
Lee, 1992). Algunas de estas sustancias pueddassersponsables de que el grado de
aceptabilidad y crecimiento tanto con dietas foadak como naturales, hayan sido tan
dispares en cefalépodos (Garcia Garcia y Aguadcé@em 2002; Cerezo Valverde el
al., 2008; Quintana et al., 2008; Garcia-Garridale2010; Estefanell, 2011a, b).

Al respecto, hay que destacar que la composiaibrtiva ideal de una dieta no
implica necesariamente mejor aceptabilidad. Pongle, experimentos de crecimiento
con las dietas que contenilstytilus galloprovincialisestuvieron asociados con indices
de alimentacion y crecimiento bajos (Petza eRall0; Prato et al., 2010), a pesar de su
excelente composicion nutritiva en clases lipidigaaminoacidos para cefalépodos
(Cerezo Valverde et al., 2012a, b). Por tanto, hag necesidad clara de realizar
experimentos preliminares con ingredientes que maejda aceptabilidad, antes de
incorporar cualquier ingrediente nuevo en dietasnidadas. En este trabajo, se
pretende conocer la aceptabilidad y crecimientoQdevulgaris empleando dietas
formuladas diferenciadas exclusivamente en un dignée prueba y utilizando gelatina
como aglomerante debido a su elevada digestibiydackeptabilidad en ensayos previos
(Rosas et al., 2008; Garcia-Garrido et al., 2016xjlM-Velarde et al., 2012a).

2. Material y métodos.

Los ejemplares d®. vulgarisse capturaron en el Mar Mediterrdneo (Murcia,
S.E. Espafna) y trasladados individualmente a tanquesulares de 216 | en el
laboratorio. Los animales se aclimataron durantesgenanas, alimentandose con boga
(Boops boopsy cangrejo Carcinus mediterranysen dias alternativos (Garcia Garcia y
Cerezo Valverde et al., 2006). Los tanques fuerquipados con un sistema de
recirculacion de agua vy filtracion mecanica y biidd; la temperatura se mantuvo
constante (18,2 = 1,1°C) y oxigeno superior al &@saturacion (Cerezo Valverde y
Garcia Garcia, 2005). Se probaron 19 dietas, Umgtndiferenciadas en el ingrediente
a probar (30%), gelatina como aglomerante (20%yuyaadestilada (50%). Entre los
ingredientes de prueba se incluyeron 8 harinas takege (arroz, avena, garbanzo,

garrofin, gluten de trigo, maiz, soja, trigo), 2ihas animales (cangrejo y pescado ), 6
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liofilizados (alacha, boga de descarte, boga salpjisante, mejilléon y sangre de pollo)
y tres ovoproductos en su forma atomizada (huever@nclara de huevo y yema de
huevo) (Tabla 1).

67



89

Tabla 1. Ingredientes testados en la elaboracion de dieta©. vulgaris.

Ingredientes

Compaifiia

Harinas Vegetales
Arroz
Avena
Garbanzo
Garrofin
Gluten
Maiz
Soja
Trigo
Harinas Animales
Cangrejo
Pescado
Liofilizados
Alacha
Boga Salvaje
Boga Cultivo
Guisante
Mejillon
Sangre
Atomizados
Clara de huevo
Huevo Entero
Yema Huevo

Arroceria Pons S.A., Massanassa, Valencia, Espafia

Agricultura de Conreu Ecologic,Maresme, Barceldspana
Panaderia Rincon del Segura S.L., Elche de lasiatbacete, Espafa
Piensos y Cereales Desco S.L., Valencia, Espafia

Piensos y Cereales Desco S.L., Valencia, Espafa

Harina de maiz blanco, Alimentos Polar Colombia. £8lombia.
COCERVA, Néaquera, Valencia, Espafa.

Marinera del Mar S.L., Almenara, Castellon, Espania.

Polybius henslowiprocedente de pesquerias artesanales, Galigafi&s
SkrettingS.A., Burgos, Espafia

Sardinella auritaprocedente de la pesca artesanal, Alicante, Bspari
Boops bogpmocedente de la pesca artesanal, Alicante, Bspatfi
Boops boopprocedente del descarte de la acuicultura, MuEspafia
Ultracongelados Virto S.A, Azagra, Navarra, Espafia
Mytilus galloprovincialis procedente de la acuicultura, Galicia, Espafa.
Sangre de pollo congelada y liofilizada. Hijos dgalAte S.A., Beniel, Murcia. Espafia

Clara de huevo atomizada, Avicola San Isidro Sds Belones, Cartagena, Murcia, Espafia.
Huevo entero atomizada, Avicola San Isidro S.L. Beknes, Cartagena, Murcia, Espafia.
Yema de huevo atomizada, Avicola San Isidro S.Is. Belones, Cartagena, Murcia, Espafia.
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Para preparar las dietas se disolvid la gelatmagua y, posteriormente, se
fueron afiadiendo los ingredientes restantes hastamapleta homogenizacién a 45°C
con un robot de cocina (Mycook® 1.8, Taurus, S.leida, Espafia). La mezcla
obtenida se dej6 enfriar a 4°C en bandejas de aiordurante 24 h y, posteriormente,
se congelo a -4°C hasta su uso.

La estabilidad en agua se determiné a partir getdida de la materia seca del
pienso después de la inmersidn en agua durantg4hpras. Cada dieta se probo en
grupos experimentales de entre 6 y 14 individuoshma501-1329 g) durante un
periodo entre 3 - en caso de no ser aceptada éesuieio en ningun ejemplar- y 15
dias. Los pulpos fueron alimentados a las 09:08ihdias a la semana. El alimento no
ingerido se recogid 4 h mas tarde, fue pesadoadigmte y multiplicado por un factor
de correccidn para descontar el agua absorbidalisdeegacion del pienso subsanando
los cambios de peso. Se calcularon los siguientises:

- Tasa de Alimentacién Absoluta en peso huméd® (g/dia) = (Alimento consumido
en peso humedo/n°dias)

-Tasa de Alimentacion RelativAAR (%P/dia) = (TAA/Peso medio)*100.

-Tasa de Crecimiento AbsolufBCA (g/dia) = Incremento Peso/n°dias.

-Tasa Especifica de Crecimientdd EC (%P/dia) = [(In Peso final-Ln Peso
inicial/n°dias)]*100.
-indice de Eficacia Alimentaria:lEA (%) = (Incremento Peso/Alimento

consumido)*100.

Para poder seleccionar los ingredientes que nsej@sultados ofrecieron, los
valores de ingesta y crecimiento de las dietas dtadas se compararon con los
obtenidos con dietas naturales a base de pesdadaobdop$ o cangrejo C.
mediterraneuf estimados para las mismas condiciones de pdsmperatura segun
Aguado y Garcia Garcia (2002), obteniéndose lasesites indices:
-Tasa de Alimentacion Absoluta en peso seco catiela formuladaTAAss (g/dia) =
Alimento consumido en peso seco/n° dias.
-Tasa de Alimentacion Absoluta en peso seco cuaedsuministra cangrejo o boga:
TAAssc (g/dia) yTAAssb (g/dia), respectivamente.
-Tasa de Crecimiento Absoluta cuando se suministngrejo o bogal CAc (g/dia) y
TCAD (g/dia), respectivamente.

Las dietas formuladas fueron analizadas por ¢aplh. Se usé 1 g de muestra

para obtener las cenizas, humedad y la proteiag yle muestra para el contenido de
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lipidos. La humedad fue obtenida por desecaciof5a+11°C durante 24 h hasta peso
constante (AOAC 1997; Método n°® 930.15) y las aigor incineracion a 450 + 1°C
durante 24 h en un horno Mufla (HOBERSAL, HD-23B).contenido proteico fue
determinado por el método Kjeldhal usando un fad®rconversion de acuerdo con
Mariotti et al. (2008), y el material extraibleribde nitrégeno (MELN) por diferencia.
Los resultados obtenidos fueron expresados commeddia + la desviacion
estandar (D.E.). El analisis de componentes prahegp(ACP) fue llevado a cabo para
obtener una interpretacion conjunta de todas lasbias, incluyendo la composicion
bioquimica e indices obtenidos de las distintagadidormuladas y grupos de
ingredientes (harinas vegetales, harinas animalggdientes liofilizados y en polvo).

3. Resultados y Discusion.

Todas las dietas tuvieron una textura firme agpteégspués de sumergirlas en
agua, sin evidencias de desintegracion al ser miagips por los pulpos. Esto
demuestra la estabilidad de las dietas que comtigyedatina como aglomerante
haciéndolas mas aceptables para los pulpos. Lavsugrecia fue del 100% en todos los
experimentos.

La composicion en macronutrientes de las dietdigadtas en este estudio se

muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicién en macronutrientes (% peso seco)déi¢das suministradas

Dietas Humedad Cenizas Proteinas Lipidos MELN

H. Arroz 51,32 +2,99 1,00 + 0,03 43,42 + 0,47 43,11 55,13 +0,48
H. Avena 55,67 + 0,65 1,30 + 0,06 42,28 + 2,57 622,64 54,15+ 2,79
H. Garbanzo 53,46 + 0,05 2,57 +0,13 49,75 £ 0,92 ,52%0,14 46,17 £ 1,11
H. Garrofin 51,30 + 2,04 4,60 +£0,17 62,03 + 1,60 ,490t 0,08 32,89+1,62
H. Gluten 52,22 + 2,06 0,86 £ 0,04 79,70 £ 0,81 93;3,06 19,05 +0,83
H. Maiz 51,28 +1,45 0,77 £ 0,06 42,28 + 0,48 ;411 56,56 + 0,54
H. Soja 53,58 + 1,28 4,01+0,14 61,12 + 2,38 27643 32,07 +2,13
H. Trigo 51,81 +1,62 0,89 + 0,06 40,20 £ 0,63 425,16 57,18 +2,74
H. Cangrejo 51,73+0,85 12,61 £ 0,40 54,91 +£ 0,08 4,20 +0,52 28,24 + 0,45
H. Pescado 56,40 + 2,70 12,11 +1,52 84,02 + 1,30 ,20 40,37 0,00 £ 0,00
L. Alacha 48,93 +1,76 561+0,61 73,32 + 2,06 288,24 14,96 + 2,35
L. Boga Salvaje 49,93 +0,78 4,54 £ 0,62 79,12141, 4,22 £0,32 12,13+ 0,90
L. Boga Cultivada 51,37 £ 0,88 2,40 £ 0,20 59,8024 27,33 +£1,09 10,48 £ 2,04
L. Guisante 53,94 +1,98 2,44 + 0,02 51,57 £ 0,40 ,86@& 0,09 46,97 £ 3,21
L. Mejillon 51,47 +1,75 6,93 + 0,26 70,08 + 3,26 ,19+0,18 21,84 +2,84
L. Sangre 49,35+ 1,06 4,09 £ 0,07 94,47 + 0,46 8@,8,12 1,06 £ 0,61
P. Clara Huevo 50,20 + 1,47 2,74 £ 0,08 83,6091,0 0,63 £ 0,08 13,03+1,14
P. Huevo Entero 51,82 £0,93 2,91 +£0,07 64,4974 0, 21,48 +0,71 11,12 £ 0,96
P. Yema Huevo 51,79 + 1,47 2,93 £ 0,06 63,14 81,7 26,81 +1,04 7,32 +1,27
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En la Figura 1A se observa como el grado de aciéptade las dietas con
ingredientes liofilizados (LA, LBC, LBS y LS) y yende huevo en polvo (PYH) fueron
similares a las estimadas al utiliZrboopq5,4-7,2 gSS/dia), aunque las dietas a base
de C. mediterranugluplicaron los valores de dichas dietas (10,6-%%3/dia; Aguado-
Giménez y Garcia Garcia, 2002). En general, losésdle crecimiento (TCA y TEC)
de las dietas probadas fueron bajas (Tabla 3) c@tdasa con las estimadas para dietas
naturales, a excepcion de LBC (5,1 £ 2,6 g/dia)SB,0 £ 3,9 g/dia) y PYH (8,9 £ 4,7
g/dia; Fig. 1B). Igualmente, los indices de aprbaetento nutritivo (IEA) fueron
mejores en las dietas PYH, HGL, LBC y LBS respetsolas otras dietas probadas,
destacando el IEA de 65,8 % en la dieta PYH (T&)laRecientemente, algunos
autores han elaborado dietas artificiales semihamé@dorillo-Velarde et al., 2012a) y
extrusionadas (Querol et al., 2012a, b) basaddassxamente en uno o varios de estos
ingredientes, secos o liofilizados, obteniendo beerasas de alimentacion vy

crecimiento erD. vulgaris
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Figura. 1 (A-B). Valor medio de las dietas probadas y estimao®lasl dietas naturales

TCA (g/dia)
(6)]

A

de B. boopsy C. mediterranusen condiciones experimentales similarés) (asa de
Alimentacion Absoluta en sustancia seca (gSS/@)Tasa de Crecimiento Absoluta
(g/dia). HA: Harina de arroz; HAV: Harina de aveh#5: Harina de garbanzo; HGA:
Harina de garrofin; HGL: Harina de Gluten; HM: Heride maiz; HS: Harina de soja;
HT: Harina de trigo; HC: Harina d€. mediterranus HP: Harina de pescado; LA:
Liofilizado deS. auritg LBC: Liofilizado deB. boopsdescarte; LBS: Liofilizado dB.
boops salvaje; LG: Liofilizado de guisante; LM: Liofilado de Mytilus
galloprovincialis LS: Liofilizado de sangre de pollo; PCH: Clara lieevo en polvo;
PEH: Huevo entero en polvo; PYH: Yema de huevoawop
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Tabla 3. Tasas de alimentacion, crecimiento y aprovechamieutritivo de los pulpos alimentados con las distaministradas.

Dietas N Peso inicial TAA (g/dia) TAR (%P/dia) TCA(g/dia) TEC (%P/dia) IEA %
HA 7 755+ 178 3,41 +£ 3,20 0,50 + 0,49 -4,73 £ 4,09 ,640: 0,57 <0
HAV 14 501 +£73 2,43 +1,19 0,49 £ 0,22 -2,63 £ 4,37 ,52@ 0,92 <0
HG 8 841 + 142 2,10+ 0,55 0,26 + 0,07 -6,37 £ 2,90 0,77+0,26 <0
HGA 8 849 + 146 4,49 + 1,59 0,55+0,17 -3,27 £ 2,66 410 0,34 <0
HGL 7 911 + 142 6,89 1,16 0,73+0,11 3,87+£1,47 G413 56,85 + 20,75
HM 8 1261 + 320 3,23 +£2,95 0,24 £0,16 -8,10 £ 3,70 0,7t +0,32 <0
HS 7 742 £ 192 3,35+£0,29 0,49+0,14 -6,96 + 3,81 ,960: 0,41 <0
HT 8 623 + 146 4,37 £1,62 0,70 £0,21 0,71+ 3,17 630,65 3,02 + 110,60
HC 6 976 £ 99 7,05+2,13 0,74 £0,17 -12,67 £9,71 ,331 0,97 <0
HP 6 935 + 107 3,43 +3,10 0,38 £0,32 -21,44 + 6,73 2,39 +0,70 <0
LA 6 833+134 16,55 + 1,87 1,99 + 0,37 3,89 +£2,49 441, 0,27 23,30 £ 15,16
LBC 5 839 + 92 9,92 +2,63 1,12 + 0,20 4,99 + 3,88 G941 44,44 + 30,92
LBS 6 1141 + 142 10,52 + 1,96 0,90 £0,17 5,09 + 2,56 ,43@ 0,21 47,38 + 16,62
LG 7 792 + 133 7,30 £1,53 0,91+0,12 1,86 + 1,55 22,18 24,22 + 19,00
LM 8 1329 + 186 3,77 £1,27 0,29+0,11 -8,06 + 6,89 0,66 + 0,58 <0
LS 7 950 + 164 10,49 £ 2,24 1,11 + 0,26 2,42 + 2,60 26, 0,29 24,55 + 27,97
PCH 6 1102 + 84 6,13 + 3,77 0,54 + 0,27 -3,98+ 7,71 430 0,67 <0
PEH 8 728 £ 177 3,88 + 2,62 0,56 £ 0,33 -2,23 £5,93 ,29Ct 0,82 <0
PYH 6 1211 + 161 12,62 + 3,54 0,98 £ 0,22 8,89 +4,73 ,67@ 0,30 65,77 £ 20,48

HA: Harina de arroz; HAV: Harina de avena; HG: Haride garbanzo; HGA: Harina de garrofin; HGL: Harite Gluten; HM: Harina de maiz; HS: Harina de ;sdj&
Harina de trigo; HC: Harina dé. mediterranusHP: Harina de pescado; LA: Liofilizado & auritg LBC: Liofilizado deB. boopsdescarte; LBS: Liofilizado dB. boops
salvaje; LG: Liofilizado de guisante; LM: Liofilizko deMytilus galloprovincialis LS: Liofilizado de sangre de pollo; PCH: Claraldevo en polvo; PEH: Huevo entero en

polvo; PYH: Yema de huevo en polvo.
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En referencia al analisis de los componentes athes, los tres componentes
principales seleccionados (CP) explicaron el 80¢&¥total de la varianza. El primer
CP explico el 49,5% de la varianza y estuvo relaailo principalmente con las tasas de
alimentacion, crecimiento e indice de eficacia afitaria, con factores de carga
positivos altos (Tabla 4). El segundo CP explic&)6% de la varianza y estuvo
relacionado positivamente con el porcentaje dezesry proteinas, y negativamente con
el porcentaje de MELN. El tercer componente priakcgxplico el 9,1% de la varianza y

estuvo relacionado negativamente con el porced&a|gidos.

Tabla 4. Resultados obtenidos en el andlisis de los conmeseprincipales (ACP)
teniendo en cuenta las variables bioquimicas eésdialculados

PC1l PC2 PC3

Autovalores 5,94 2,59 1,09
Porcentaje total de la varianz9,48 21,62 9,12
TAA (g/dia) 0,87 0,34 0,04
TAR (%P/dia) 0,82 0,22 0,04
TCA (g/dia) 0,92 -0,34 0,01
TEC (%P/dia) 0,92-0,33 0,08
IEA (%) 0,81 -0,37 0,16
Humedad -0,60-0,10 -0,58
Cenizas -0,35 0,80 -0,04
Proteinas 0,28 0,79 0,31
Lipidos 0,51 0,19 -0,72
MELN -0,39 -0,86 0,08

La Figura 2 muestra una separacién clara entredifeventes grupos de
ingredientes segun los dos primeros CP. Todas damds, tanto vegetales como
animales, con excepcion del gluten de trigo, sarsepde los liofilizados y la yema de
huevo en polvo principalmente en el primer CP, qmumtuaciones factoriales
relacionadas negativamente en harinas y positivearemingredientes liofilizados. En
este sentido, las harinas vegetales se caractaripar una baja aceptabilidad y tasas de
crecimiento segun el primer CP (Fig. 2, Tabla 3)ajos porcentajes de proteina y
cenizas, y altos de MELN segun el segundo CP (Eigrabla 2). De igual forma
sucedié con las harinas animales, a pesar de mifarse por sus mayores contenidos
en proteina y cenizas. Los liofilizados de alaclheaga (salvaje y de descarte) y la yema

de huevo en polvo estan separados del resto dendgosdientes por altas tasas de
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crecimiento y alimentacion segun el primer CP (RigTabla 3), y por contener mayor

porcentaje de proteina y cenizas y menor MELN sefjgegundo PC(Fig. 2, Tabla 2).

2° Componente Principal
[
=
N
B

o
104 @

D -
-1.5 13

-2.0 -

ler Componente Principal

O H. Arroz

E I Avena

O H. Garbanzo

B H. Garrofin

O H. Gluten

O Maiz

O H. Trigo

OH. Soja

B H. Cangrejo

@ H. Pescado

O L. Alacha

@ L. Boga Cultivo
O L. Boga Salvaje
@ L. Guisante

Q@ L. Mejillon

O L. Sangre

A P. Clara huevo
4 P. Yema Huevo
A P. Entero Huevo

Figura 2. Separacion de los diferentes grupos de ingredieate base a los dos
principales componentes de acuerdo con su composimioquimica y sus indices

analizados.

Estos resultados sugieren que futuros estudiosdestas artificiales podrian

contener una base de yema de huevo y productidg#dbs, ya que podrian ayudar a

incrementar la aceptabilidad de las dietas y aligriento deO. vulgaris.Ademas, tal y
como demuestran los trabajos de Querol et al. @012 podrian servir de atrayentes o

agentes enmascaradores para que los animalesamgigos ingredientes que aislados

presentan una mala aceptabilidad, como son lasdsadie pescado (Garcia et al., 2010)

o de krill (Lépez et al.,, 2009), y que nutricionainte pueden ser apropiadas.
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6. CAPITULO IV: Crecimiento y digestibilidad de dietas formuladas a base de
ingredientes secos y liofilizados en el pulpo com{@ctopus vulgaris)

Resumen.

En este trabajo se muestra el crecimiento y lastigilidad de dos dietas
semihumedas (50% de agua) formuladas exclusivanaeinése de ingredientes secos 0
liofilizados enO. vulgaris(Dieta P: 20% gelatina, 10% yema de huevo,&#dinella
aurita y 15%Todarodes sagittatydPieta G: Igual que la anterior pero sustituyeido
sagittatuspor guisante). Ambas dietas presentaron una tefitune al introducirlas en
agua, una composicion similar en macronutrient@s7@® proteinas peso seco, 12-
13% lipidos peso seco) y una buena aceptabilidaduna supervivencia del 100%. Las
tasas de alimentacion relativas fueron similarea paes dos dietas (0,96-1,04 %P/dia;
P>0,05), sin embargo, los mejores resultados fuelbtenidos con la dieta P, mostrando
una tasa absoluta de crecimiento e indice de ceidverde 9,56 g/dia y 1,04,
respectivamente (2,16 g/dia y 3,88 para la dietp<®;05). Los valores productivos de
proteina y lipidos fueron significativamente supess para la dieta P (43,58 y 13,28%
vs. 20,16 y -0,49% para la dieta G, respectivamehtss buenos resultados obtenidos
para la dieta P pueden justificarse por la elevhgestibilidad de ésta (93,25% para la
materia seca, 97,03% para proteinas y 87,89% imdad) en comparacion con la dieta
G (73,83%, 92,05% y 85,00%, respectivamente). EB&t®mgltados demostraron e
vulgaris puede alimentarse con ingredientes secos y haflbs que han sufrido un
tratamiento térmico suave con buenas tasas dergesto, aprovechamiento nutritivo y
digestibilidad. Estudios futuros de engorde palpgaipodrian usar una base similar al

formato propuesto en este trabajo para obteneasddstinadas a fines comerciales

6.1. Introduccioén.

El pulpo comun(Octopus vulgarises un excelente candidato para el desarrollo
de su produccion a escala comercial (Vaz-Pired.eR@04; Garcia Garcia y Garcia
Garcia, 2011). Sin embargo, hoy en dia, el desarmotiustrial de cefalépodos esta
limitado al engorde de subadultos capturados deeslio natural (Chapela et al., 2006;
Rodriguez et al.,, 2006; Garcia Garcia et al., 2066bido a la elevada mortalidad

durante la cria larvaria (Navarro y Villanueva, 20@ylesias et al., 2007) y al escaso
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desarrollo de los piensos formulados (Lee et 8911 Cerezo Valverde et al., 2008).
Las dietas basadas exclusivamente en peces y @astno son una propuesta
comercialmente viable debido al precio de éstosekemnercado y a su variable
disponibilidad (Garcia Garcia et al., 2004), de &hinecesidad de buscar una
alimentacion alternativa. En todo caso, el dedariaodustrial de una especie necesita
de una dieta formulada, tal y como ocurre con doradubina (Cho y Bureau, 2001,
Davies et al., 2009). Los piensos secos que seautipara estas especies se conservan y
almacenan mejor que los semihiumedos o humedosal ten porcentaje menor de
agua, normalmente poseen un menor coste por kgnidealaproducido, presentan
mayor regularidad en el suministro y composicidm snas faciles de almacenar y
distribuir, su manipulacién es minima en las irsti@ines de acuicultura, reducen el
riesgo de transmision de enfermedades infeccigspeseen una mejor estabilidad en
agua y mejor digestibilidad.

Hasta la fecha, los mejores resultados en cefdlijpse han obtenido con
mezclas de pasta de pescado, crustaceos o molugesuelen formar parte de las
dietas naturales que los pulpos consumen habitnédémaglomerados con gelatina o
alginatos para evitar su disgregacion (Quintanal.et2008; Rosas et al., 2008). Sin
embargo, peores resultados se han obtenido corsgsiesecos o formulados con
ingredientes puros (Castro y Lee, 1994; Domingtes 2005, 2007). La gelatina en la
elaboracion de dietas artificiales ha proporcionad® adecuada palatabilidad en pulpos
subadultos, generando ademas un crecimiento sigivfd y elevada digestibilidad
(Rosas et al., 2008). No obstante, las tasas deedacion de estos piensos son elevadas
sobre todo cuando no se aplica calor a la mezadaelaboracion de piensos con
alginatos origina mayor estabilidad en el agua gdpuser preparado en frio, aunque
este tipo de piensos presenta peor aceptabilidhgegtibilidad (Rosas et al., 2008). Al
respecto, Cerezo Valverde et al. (2008) y Domingeteal. (2009) comprobaron una
influencia negativa del tratamiento térmico solrerecimiento erD. vulgarisy Sepia
officinalis. Estos resultados se atribuyeron a la posibleatiesalizacion de proteinas y
pérdida de aminoacidos y vitaminas, mostrando regjoesultados con los alimentos
frescos, descongelados o liofilizados.

Morillo-Velarde et al. (2011b) llevo a cabo estglpreliminares ef. vulgaris
para comprobar la aceptabilidad correspondientengi®dientes aislados, incluyendo
harinas, liofilizados y atomizado en polvo. Los i@soresultados fueron obtenidos con

la incorporacién de harinas, coincidiendo con lesultados previos obtenidos por
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Estefanell et al. (2009). No obstante, obtuvimoy tmwenos resultados al incluir en las
dietas productos liofilizados y yema de huevo, seigilo que estos ingredientes podrian
usarse para mejorar la textura y palatabilidad ate dietas para cefalépodos. La
principal ventaja de los alimentos liofilizados icaden que el agua se les ha extraido
sin tratamiento térmico, pasando directamente dada congelada o sélida al estado
gaseoso, ayudando a conservar intactas sus prdpedautritivas y estructura
molecular. El uso de estos ingredientes podrieeptas un paso previo a la elaboracion
de piensos con fines comerciales con menor humgdagjor conservacion.

En este trabajo se han utilizado dos dietas @difis semihimedas basadas
exclusivamente en una mezcla de ingredientes setiofilizados, sin usar productos
frescos y aplicandoles un tratamiento térmico syeva mejorar su estabilidad en agua.
El objetivo de este estudio es comparar las tasaalichentacion y crecimiento del
pulpo comun alimentado con estas dietas, comprabbndigestibilidad de la dieta y
los cambios que se producen en la composicioncinriel de los animales.

6.2. Material y métodos.

6.2.1. Captura y aclimatacion de los animales.

Los ejemplares d@®. vulgarisse capturaron en el Mar Mediterraneo (Murcia,
S.E. Espafia) mediante arte de arrastre y se margaven tanques de 2000 | en el
laboratorio. Los animales se aclimataron durargeranas y se alimentaron con alacha
(Sardinella auritg y cangrejo Carcinus mediterranysen dias alternativos.

Posteriormente los animales se trasladaron y miantun individualmente en
tanques circulares de 262 | en un sistema de waaién de agua con control de la
temperatura (Air Energy, Heat Pump Inc., Model 409 y filtracion mecanica y
bioldgica. Estos contenian tubos de PVC como refygina red externa para evitar que
se escaparan. La temperatura se mantuvo consigh#b (+ 0,37°C) dentro del rango
Optimo para esta especie (Aguado-Giménez y Garaiai&g 2002), oxigeno superior al
80% de saturacion para que este factor no fueitatite (Cerezo Valverde y Garcia
Garcia, 2005), lampara UV, fotoperiodo 12L: 120insdad 37%o., pH entre 7y 8 y

nitrdgeno amoniacal total (TAN) inferior a 0,2 mg/I
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6.2.2 Elaboracion y estabilidad de las dietas foladas.

Se prepararon dos dietas diferentes usando #izkafo de guisante (dieta G) o
de pota Todarodes sagittatyslieta P) como ingredientes a testar, represeotaada
uno de ellos el 15% en peso de la dieta (ver TahleEl resto de ingredientes se
mantuvo constante en ambas dietas y estuvo cadstipor 50% de agua, un 20% de
gelatina como aglomerante, 10% de yema de huevmoko y 5% de liofilizado de
alacha §. auritg. La pota y la alacha procedian de pesqueriasamdtes de la misma
zona que los pulpos y el guisante se comprd codgelaa pota y la alacha fueron
limpiados de espinas y visceras, y posteriormeitteados. Todos estos ingredientes se
liofilizaron y se trituraron en un molinillo hastabtener una textura de polvo fino
(<200um), se envasaron al vacio y se conservarocaerara frigorifica hasta su
utilizacion. La yema de huevo y la gelatina se @iEron en su forma comercial (Tabla
1).

Tabla 1. Composicion en peso (%) de las dietas experimentédrmuladas con
guisante (G) o pota (P) como ingredientes a testar.

. : Yema Alachd Potd . Total
Dietas  Agua Gelatind . ' 0.8 (S. auritd (T. sagittatuy Guisante (%)

G 50 20 10 5 - 15 100

P 50 20 10 5 15 - 100

@Gelatina granulada Bloom 220. Proporcionada podirims Sur, S. A. (Poligono Industrial Oeste, San
Ginés, Murcia, Espafia).

®Yema de huevo atomizada, proporcionada por AviBalalsidro S.L. (Los Belones, Cartagena, Murcia,
Espafia).

¢ Ingredientes liofilizados.

Para la elaboracion de los piensos todos los dignees se mezclaron a 45°C.
Primero se disolvidé la gelatina en agua y postergoite se fueron afiadiendo los
ingredientes restantes hasta su completa homog@hizd.a mezcla obtenida se dejo
enfriar a 4°C en bandejas de aluminio durante Zbihgelandose posteriormente hasta
Su uso.

La estabilidad en agua se determind a partir gtdida de la materia seca del pienso
después de la inmersion en agua durante 4 y 24rh. dlo, se pesaron 3 replicas de
cada dieta antes y después de introducirlas en @gumeestos datos se obtuvo la media

de los valores de los siguientes indices calculados
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VP (%) = (Pf - Pi)/Pi*100, expresa la variacionl geso seco de las dietas
después de ser sumergidas en agua, donde Pi ynRélgmeso seco inicial y final,
respectivamente.

F = Pi/Pf, representa un factor de correccionp&do seco del alimento no
ingerido de las dietas fue multiplicado por estievede correccion para tener en cuenta
la disgregacion del pienso.

6.2.3. Disefio experimental.

Finalizado el periodo de aclimatacion, los animat® pesaron y sexaron
formando 2 grupos experimentales de 8 individuoshmaada uno, con el fin de evitar
la influencia de los procesos reproductivos. A uapg se le suministr la dieta G
(guisante, n=8) y a otro la dieta P (pota, n=8pdte 42 dias (abril — mayo, 2011). Los
pesos medios iniciales fueron de 770 + 101 g (GBA4¢) para ladieta Gy 742 £ 103 g
(637-891 g) para la dieta P. La temperatura deh @aggil6 entre 18,2 y 19,8°C (18,75 +
0,37°C). Los piensos se pesaron y administrar@tiadad, en un unico trozo de forma
cubica, correspondiendo la primera toma al 5% debporporal de cada individuo, y
posteriormente, reajustandose para que sobrepgasasemandas de cada ejemplar. Los
pulpos eran alimentados a las 09:00 h, 6 dias serl@ana (Garcia Garcia y Cerezo
Valverde, 2004, 2006), y el alimento sobrante segi& a la 13:00 h con la ayuda de un
pequefo salabre. El alimento sobrante fue secad@apel absorbente y pesado para
calcular la ingesta diaria de cada individuo. Hhb dia de experimentacion todos los
animales fueron pesados y anestesiados por inmegsi@gua de mar helada antes del
sacrificio conforme con los principios éticos deduecion, reemplazamiento y
refinamiento, y evitando y minimizando cualquiefrisniento, dolor y ansiedad de
acuerdo con la Directiva 2010/63/EU.

6.2.4. Recogida y conservacion de las muestras.

Una vez finalizado el experimento, se procedidaadiseccion de los 8
ejemplares de cada grupo. En 4 de ellos se obagbdhdula digestiva y la carcasa
(resto del individuo menos la glandula digestiva)de los 4 restantes la glandula
digestiva y el tejido muscular (tres patas y pademanto) con sus correspondientes

pesos. Este procedimiento fue necesario para aldtenanaliticas de la composicion de
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los animales completos, a partir de los resultat#ol glandula digestiva y la carcasa.
Cada una de estas partes se tritur6 y mezclé bhstaer una mezcla homogénea, se
envaso al vacio y se congelo a -20°C antes degepedos analisis bioquimicos.

Las heces de cada grupo experimental fueron réasgiiariamente con la ayuda
de un pequefo salabre y se conservaron en elargatador a -80°C. Posteriormente
se liofilizaron, obteniendo un total de 11,8 g ¥ § de heces de los animales
alimentados con las dietas G y P, respectivamdradas las heces de cada grupo

fueron recogidas conjuntamente para conseguimadeal necesaria para su analisis.

6.2.5. Método analitico.

Se analizaron por triplicado tanto las dietas fdadas como las muestras de
pulpo. Se utilizé 1 g de muestra para la cenizapddad y proteina, y 2 g de muestra
para los lipidos. La humedad fue obtenida por d&séc a 105 + 1°C durante 24 h
hasta peso constante (AOAC 1997; Método n°. 93@.1&8 cenizas por incineracion a
450 + 1°C durante 24 h en un horno Mufla (HOBERSAD-230). El contenido de
lipidos fue obtenido mediante éter etilico en utraetor SOXTEC AVANTI 2058
(AOAC, 1997; Método n° 920.39). El contenido protefue determinado por el método
Kjeldhal usando un factor de conversion de 6,25| ynaterial extraible libre de
nitrogeno (MELN) por diferencia. La energia y léaogon proteina energia (P/E en MJ)
fueron estimados usando los coeficientes de enagidiglavs y Jobling (1989):
proteina 23,6 kJ/g, lipidos 38,9 kJ/g y carbohmkdt6,7 kJ/g.

Los macronutrientes en el animal completo se taiocn sumando el contenido
del nutriente (N) en la glandula digestiva conaitenido en la carcasa:

N total (%) = [((PGD*%NGD) + (PCA*%NCA))*100]/PTdonde N es el % de
nutriente considerando el animal completo, PGDesbpde la glandula digestiva, PCA
el peso de la carcasa, NGD el porcentaje del mitrien la glandula digestiva, NCA el

porcentaje del nutriente en la carcasa y PT el fmabdel individuo.
6.2.6. Determinacion de la digestibilidad.

El coeficiente de digestibilidad aparente fue wlaldo para la materia seca
(CDAMS), la proteina (CDAPROT) y los lipidos (CDAR) usando la ecuacion

estandar de Maynard y Loosli (1969):
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CDA = 100 - (100*%Mdieta/%Mheces) x (YoNheces/%Najedonde M es el
marcador inerte y N los nutrientes. Como marcaderté se emplearon las cenizas
insolubles en acido (CIA), segun el método desgadp Atkinson et al. (1984). En el
caso de las heces liofilizadas se utilizaron e@trg 3 g para obtener la humedad,
cenizas y cenizas insolubles en acido (CIA), Odaa proteinas y 0,2 g para lipidos,
realizando los analisis por duplicado. Las dietaf#lizadas se analizaron por triplicado,

utilizando 5 g para la obtencién de las CIA.

6.2.7. Parametros calculados y analisis de los slato

Todos los ejemplares fueron pesados al inicioe@el peso inicial en g) y al
final del experimento (Pf es el peso final en g)slparametros calculados fueron los
siguientes: Peso medio: Pm (g) = (Pi+Pf/2); Incretmele peso: IP (g) = Pf—Pi; Tasa de
alimentacion absoluta: TAA (g/dia) = (AC/dias); dade alimentacion relativa: TAR
(%P/dia) = (TAA/Pm)*100; Tasa de crecimiento diaff€CA (g/dia) = (IP/dias); Tasa
especifica de crecimiento: TEC (%P/dia) = [(InPRifdias)]*100; indice de eficacia
alimentaria: IEA (%) = (IP/AC)*100; indice de coms®n: IC = AC/IP; Tasa de
alimentacion absoluta de proteina: TAAP (g/dia)TAA*%Proteina dieta)/100; Tasa
de alimentacion absoluta de lipidos: TAAL (g/dia)TAA*%Lipidos dieta)/10Q Valor
productivo de la proteina: PPV (%) = (Proteinamel&Proteina ingerida)*100; Valor
productivo de los lipidos: LPV (%) = (Lipidos reigos/Lipidos ingeridos)*100; indice
de la glandula digestiva: IGD(%) = PGD/Pf)*100, derPGD es el peso de la glandula
digestiva en g y AC es el alimento consumido eorgegido teniendo en cuenta la tasa
de disgregacion en el agua y calculado segun taufiér.

AC = (Alimento suministrado ss - Alimento sobrassF) + (Alimento ingerido
ss*(%Humedad dieta/%ss dieta)), con valores de E@2y 1,22 para las dietas G y P,
respectivamente.

Los resultados obtenidos fueron expresados commeddia + la desviacion
estandar (D.E.). Para analizar las diferenciakese b cabo un andlisis de la varianza de
una via (ANOVA), estableciendo un nivel de sigrmifidon p<0,05. Los porcentajes y
los indices fueron transformados aplicando el libmar neperiano antes de hacer el
ANOVA.
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6.3. Resultados.

Ambas dietas presentaron una textura firme argesudhergirlas en agua. La
dieta G perdié un 11,4% de su peso seco y la Bieta 18,1% después de permanecer 4
h en agua. La dieta G presento una humedad de¥%2yr la dieta P del 48,63%,
existiendo diferencias significativas (p<0,05). &astieron diferencias significativas en
los porcentajes de proteinas, lipidos, mineralesMBLN de las dos dietas
experimentales (p>0,05). El contenido energéti@r$22396 kJ/100q) y la relacion P/E
(29,11-30,91 g/MJ) fueron similares en ambas di@tabla 2).

Tabla 2. Composicion en macronutrientes (% peso seco)slditdas formuladas con
guisante (G) o pota (P).

G P p
Humedad 52,77 + 0,43 48,63 +1,12 *
Proteinas 69,76 + 2,58 73,39 +1,12 n.d.
Lipidos 13,02 £ 0,69 11,79 +£0,75 n.d.
Cenizas 2,66 + 0,06 3,80+1,31 n.d.
MELN? 14,57 + 2,57 11,02 + 2,34 n.d.
CIA® 0,038 + 0,009 0,078 + 0,008 *
Energia (kJ/100g9) 2.396 2.375 -
P/E (g/MJ§ 29,11 30,91 -

®MELN = Material extraible libre de nitrégeno, cdldo por diferencia.

°CIA = Cenizas insolubles en &cido.

°P/E = Relacion proteina/energia.

Datos expresados como la Media = D. E.; n.s.= gifg¢ativo (p>0,05); *p<0,05

Al comienzo del experimento, no hubo diferencigsificativas entre los pesos
medios iniciales de los dos grupos. Ambos grupaptacon las dietas, con TAR
similares (p>0,05) y una supervivencia del 100% .olstante, el grupo alimentado con
dieta P mostro tasas absolutas de ingesta (TAA, HABAAL) significativamente
mejores respecto del grupo alimentado con la de{p<0,05; Tabla 3). Los animales
alimentados con la dieta P mostraron indices sagitifamente mejores de crecimiento
(IP, TCA, TEC), siendo el IP cuatro veces mayogestos (401 + 78 g) respecto de los
alimentados con la dieta G (91 + 27 g; Tabla 3ualmente, los indices de
aprovechamiento nutritivo (IEA, IC, PPV y LPV) foeer significativamente mejores en
la dieta P, destacando un IC proximo a 1 en esta.ddmbas dietas mostraron valores
positivos en el PPV (20,16% dieta G y 43,58% die}jamientras que el LPV fue
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negativo en animales alimentados con la dieta 3990) y positivo en los alimentados
con la dieta P (13,28%; p<0,05). El IGD fue sigrativamente superior para la dieta P
(5,60%) respecto de la dieta G (4,16%; p<0,05).

Tabla 3. Medias = D.E. de los parametros medidos en cag@ogexperimental para las
dietas formuladas con guisante (G) o pota (P).

G P p
n 8 8
Pi (g) 770 + 110 742 + 103 n.s.
Pf (9) 861 + 102 1143 + 167 *
IP (g) 91 + 27 401 + 78 *
TAA (g/dia) 7,70 £ 0,54 9,72 + 0,93 *
TAAP (g/dia) 2,55+0,18 3,71 0,35
TAAL (g/dia) 0,47 +0,03 1,08 £ 0,23
TAR (%P/dia) 0,96 + 0,13 1,04 + 0,10 n.s.
TCA (g/dia) 2,16 + 0,64 9,56 + 1,88 *
TEC (%P/dia) 0,27 + 0,10 1,03 +0,13 *
IEA (%) 27,81+ 7,64 97,79 + 13,52 *
IC 3,88 + 1,27 1,04 + 0,14 *
PPV (%) 20,16 + 7,50 43,58 + 7,36
LPV (%) -0,49 +5,25 13,28 + 5,17
IGD (%) 4,16 +1,12 5,60 + 0,92 *

Pi = peso inicial; Pf, = peso final; IP = incremenlie peso; TAA = tasa de alimentacion absoluta; FAR
tasa de alimentacion relativa; TCA = tasa de criggito absoluta; TEC = tasa especifica de crecimjent
IEA = indice de eficacia alimentaria; IC = indiae ebnversién; TAAP = tasa de alimentacion absaleta
proteina; TAAL, tasa de alimentacion absoluta giltis; PPV = valor productivo de la proteina; LPV =
valor productivo de los lipidos; IGD = indice deglandula digestiva.

n.s.=no significativo (p>0,05); *p<0,05.

Las diferencias en la composicion de las hece®slelds grupos fueron significativas
para todos los macronutrientes analizados (p<Od@stacando el elevado porcentaje de
MELN en las heces de la dieta G (45,78%) frenta di¢ta P (15,68%; Tabla 4). Los
valores obtenidos de CDAMS, CDAPROT y CDALIP paalieta P (93,25%, 97,03%
y 87,89%, respectivamente) fueron superiores erpacaaion con los obtenidos para la
dieta G (73,83%, 92,05% y 85,00%, respectivamente).
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Tabla 4. Composicion de las heces liofilizadas (% peso )sgca@oeficientes de
digestibilidad de las dietas formuladas con gus&@) o pota (P).

G P p
Humedad 4,37 £0,12 7,91 +£0,39 *
Proteinas 21,20+1,72 32,33+1,00 *
Lipidos 7,46 + 0,21 21,14 £ 0,19 *
Cenizas 27,82 £0,11 30,85 +0,11 *
MELN? 45,78 15,68 -
CIAP 0,052 + 0,004 1,079 + 0,367 *
CDAMS® 73,83 93,25 -
CDAPROT 92,05 97,03 -
CDALIP® 85,00 87,89 -

MELN = Material extraible libre de nitrégeno, cdlio por diferencia®CIA = Cenizas insolubles en
acido;“CDAMS = Coeficiente de digestibilidad aparente aerlateria seca?CDAPROT = Coeficiente
de digestibilidad aparente de la protefi@DALIP = Coeficiente de digestibilidad aparentdaglipidos.
Datos expresados como la Media + D. E.; n.s.= guifgtativo (p>0,05); *p<0,05.

Las principales diferencias en cuanto a la conggosi nutricional de los
animales se dieron en la glandula digestiva. BEm @gfano, el grupo alimentado con la
dieta G mostro porcentajes significativamente mey@n humedad, proteinas, cenizas
y MELN respecto del alimentado con la dieta P (pS0,Tabla 5). No obstante, el
porcentaje de lipidos fue significativamente magorlos animales alimentados con la
dieta P (34,97%) respecto de los alimentados catiela G (5,51%; p<0,05). En el
musculo se obtuvieron valores significativamentes mkios de humedad y cenizas en
los animales alimentados con la dieta G que cahela P (p<0,05). No se obtuvieron
diferencias significativas en la composicion nudna@l de la carcasa (p>0,05). En el
animal completo, solo se obtuvieron diferenciasificptivas en el contenido de
lipidos, siendo mayor en aquellos animales qudise@taron con la dieta P (3,35%)
que con la dieta G (1,43%; Tabla 5).
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Tabla 5. Composicion en macronutrientes (% peso secoasidistintas fracciones del
pulpo (% peso seco) alimentados con las dietasuladas con guisante (G) o pota (P).

G P p
Glandula Digestiva (n = 8)
Humedad 71,39 £ 2,09 60,86 + 2,66 *
Proteinas 63,48 + 4,62 50,39 + 8,98 *
Lipidos 5,51+2,92 34,97 £ 10,86 *
Cenizas 6,62 +1,34 3,45+ 0,56 *
MELN? 24,45+ 4,41 13,14 + 4,06 *
Musculo (n = 4)
Humedad 81,46 £ 0,66 80,13 +£0,43 *
Proteinas 79,57 +1,18 80,35+ 1,64 n.s.
Lipidos 1,01+0,43 1,47 £ 0,55 n.s.
Cenizas 11,76 £ 0,61 10,27 £ 0,47 *
MELN? 7,66 +1,83 7,19 +1,63 n.s.
Carcasa (n =4)
Humedad 80,60 +1,17 81,02 £ 0,57 n.s.
Proteinas 80,66 + 1,80 80,04 + 3,34 n.s.
Lipidos 1,14 £ 0,36 0,75 + 0,07 n.s.
Cenizas 11,42 +1,00 11,20 + 0,56 n.s.
MELN 6,78 £ 2,15 8,00 + 3,45 n.s.
Animal Completo (n = 4)
Humedad 80,25+1,12 79,95 £ 0,55 n.s.
Proteinas 79,70 £1,90 77,46 £ 3,51 n.s.
Lipidos 1,43 + 0,60 3,35+0,83 *
Cenizas 11,13 +0,94 10,25 + 0,47 n.s.
MELN? 7,75+1,94 8,83 + 3,30 n.s.

®MELN = Material extraible libre de nitrégeno, cdldas por diferencia.
Datos expresados como la Media = D. E.; n.s.= gaifg¢ativo (p>0,05); *p<0,05.

6.4. Discusion.

En este trabajo se describe el uso de las dosemmandietas formuladas
exclusivamente a base de ingredientes secos bzkolios para la alimentacion @
vulgaris. Ambas dietas se formularon a partir de la misnse l{®lorillo-Velarde et al.,
2011b) y se diferenciaron en un unico ingrediepte,lo que las diferencias obtenidas
entre ambas pueden atribuirse a este Ultimo. La @osagittatu¥ se selecciond por ser
una especie de calamar abundante en la zona d#ioegtule poco valor comercial.
Ademas, presenta un elevado contenido proteicoa(Rbal., 2005) y un buen perfil de
clases lipidicas (Cerezo Valverde et al., 2012&)guisante fue seleccionado por su
elevado contenido proteico, pero también por suaele aceptabilidad en el pulpo en
ensayos preliminares (Morillo-Velarde et al., 2011b
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Ambas dietas mostraron una buena aceptabilidathycamposicion similar en
macronutrientes, aunque sélo la dieta que empléd pomo ingrediente principal
ofrecié un buen crecimiento y digestibilidad. Laaywores tasas absolutas de ingesta
correspondientes a la dieta P se pueden atribuiragbr tamafio y crecimiento de los
animales de este grupo, pero no indican una mayptabilidad respecto de la dieta G
porque las tasas relativas al peso corporal fusiroiiares. Si transformamos las tasas
absolutas de ingesta de la dieta P en peso sé&I® &S/dia) para poder compararlas
con dietas naturales, observamos que los valorempsiximan a los estimados en
condiciones experimentales similares de peso y desyra al suministrar boda.
boops(Aguado-Giménez y Garcia Garcia, 2002), e infedaespecto de la sardiBa
pilchardus (Garcia Garcia y Aguado-Giménez, 2002) o el cgogfe mediterranus
(Aguado-Giménez y Garcia Garcia, 2002) (Tabla 6)camparar nuestros resultados
con otras dietas experimentales aceptada®puulgaris,observamos valores similares
a los obtenidos por Cerezo Valverde et al. (20B@2%-6,97 gSS/dia, y Estefanell et al.
(2011a), e inferiores respecto de los obtenidoQuantana et al. (2008), y Garcia et al.
(2010). En todo caso, parte de estas diferencipsiegen atribuir a las distintas formas
de evaluar las tasas de disgregacion de los pietsogue hace estos resultados
dificilmente comparables. Segun nuestros resulfaldogngesta de estos piensos es
todavia un aspecto con amplio margen de mejora, debe seguir investigando en la

linea de formulaciones y atrayentes que mejorgrakaiabilidad.
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Tabla 6. Tasa Absoluta de Alimentacién en peso seco (THABasa Absoluta de

Crecimiento (TCA) e indice de Eficacia Alimentafi&A) para dietas formuladas con
liofiizado de pota (dieta P) y comparadas con adienaturales —estimadas en
condiciones experimentales similares de peso y desiyra- y otras dietas

experimentales.

TAAss TCA IEA

(gSS/dia) (g/dia) (%)
Dieta P (presente estudio) 5,0 9,6 97,8
Boops boops 5,8 9,3 40,6
Sardina pilchardu$ 9,6 8,4 32,4
Carcinus mediterrants 16,0 16,2 33,8
B. boopsy gamba aglutinadas con gelafina 7,0 6,3 22,5
B. boopgde descarte aglutinada con geldtina 6,8 17,0 56,5
Pasta de calamar aglutinada con gel&tina 16,1 9,1 14,9
Pasta de_calamar y harina de pescado aglutinadas 300 3.3 5.5
con gelatinh

dGarcia Garcia y Aguado-Giménez, 2002.
Aguado-Giménez y Garcia Garcia, 2002.
“Cerezo Valverde et al., 2008.

Estefanell et al., 2011a.

“Quintana et al., 2008.

'Garcia et al., 2010.

En referencia a las tasas de crecimiento, losreslgara los individuos
alimentados con la dieta P (9-10 g/dia; 1,03% Pfudasuperaron a los estimados con
C. mediterranug17 g/dia), aunque fueron similares a los estirmamB. boops (9
g/dia; Aguado-Giménez y Garcia Garcia, 2002) y resjgue cors. pilchardus(7-8
g/dia; Garcia Garcia y Aguado-Giménez, 2002) y sotestudios con dietas
experimentales (Cerezo-Valverde et al., 2008; GQummtel al., 2008; Garcia et al.,
2010). Hasta la fecha, los mejores resultados detasd experimentales han sido
obtenidos por Estefanell et al. (2011a), suministceB. boopsde descarte de elevado
contenido lipidico aglutinada con alginatos (17igyd ,5%P/dia). Estos resultados se
atribuyeron a una eficaz utilizacién de los lipigosn efecto de ahorro de la proteina.
No obstante, otros ensayos han demostrado una pldpestibilidad de los lipidos
procedentes de la boga de descarte (Sanchez 20@9;, Seica Neves et al., 2010) y un
efecto negativo sobre la absorcién de proteinasctea et al., 2009) sugiriendo que
tanto el contenido lipidico como el tipo de gra€arézo Valverde et al., 2012a) de
estas dietas deberia establecerse en futuros aspalia optimizar el rendimiento de la

dieta.
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En nuestros resultados destaco el elevado apraréehto nutritivo de la dieta
P respecto a todas las dietas naturales (Garcida3aiCerezo Valverde et al., 2006;
Biandolino et al., 2010; Prato et al., 2010; Estefaet al., 2011b), asi como
experimentales (Cerezo Valverde et al., 2008; @uantt al., 2008; Garcia et al., 2010;
Estefanell et al., 2011a), con indices de converpi@ximos a 1, elevados valores de
PPV y moderados de LPV (43,58% y 13,28%, respeutveie). Los valores de PPV
para la dieta P fueron mejores que los obtenidosdogtas a base de cangrejo (28%),
dietas mixtas de peces y cangrejo (33%) y pece%)3J&arcia Garcia y Cerezo
Valverde, 2006), sugiriendo un buen balance notmili de la dieta P.

Estos resultados fueron acompafnados de elevaedisientes de digestibilidad
en la dieta P, coincidiendo con los valores obtenigara dietas naturales de boga,
sardina y cangrejo (Hernandez y Garcia Garcia, ;2006n et al., 2007), pero
superiores respecto de otras dietas experimeni8kagsa Neves et al.,, 2010), donde
usan la misma metodologia que en este trabajoHigerl). Sin embargo, cuando los
pulpos se alimentaron con la dieta G, se obtuvdwerde reduccion en el coeficiente de
digestibilidad de la materia seca (93% al 74%)jrearglo que el guisante interfiere en
el proceso digestivo €. vulgaris Las leguminosas y el guisante entre ellas, ptasen
ciertos factores antinutricionales tales como loisihidores de proteasas, amilasas,
lectinas, fitatos y ciertos compuestos fendlicoarf@na et al., 1991; Trago et al.,
2000), que podrian haber afectado a las enzimastdigs del pulpo.

Por otra parte, los menores CD para proteinapigo no fueron suficientes
para explicar la baja digestibilidad de la dietaHEStos resultados apuntan a que la
digestibilidad del resto de componentes de la digtaoncretamente los hidratos de
carbono, habria sido practicamente nula. O’Dor kt (2984) observaron una
digestibilidad de la glucosa pura del 98% vy, pugst® los carbohidratos incluidos en el
guisante son mayoritariamente almidones, el gradcothplejidad de los carbohidratos
también podria ser un factor a tener en cuenta ledlisefio de estas dietas
experimentales.

La digestibilidad que observamos para la protdiéas dietas P y G, asi como
en dietas naturales y otras experimentales se emangior encima del 90% en todos los
casos, indicando la elevada capacidad enzimatialpadigestion de estos nutrientes
(Boucher-Rodoni, 1982; Aguila et al., 2007; Hameal., 2007). Por el contrario, los
coeficientes de digestibilidad de los lipidos furevariables. Aunque los coeficientes de

las dietas G y P no superaron a los de dietasalesua base de cangrejo y de boga,
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ambos bajas en lipidos (<15% grasa peso seco; ht#ndy Garcia Garcia, 2004;

Mazon et al., 2007), si lo hicieron para la sarditaya y otras dietas experimentales de
mayor contenido lipidico (20-34% grasa peso seanéhdez y Garcia Garcia, 2004;
Seica Neves et al.,, 2010; Fig. 1). Estas difersns@ pueden atribuir al distinto

contenido en grasa de las dietas, habiéndose dam@stina disminucion en la

capacidad de digestidon de éstas conforme aumertansenido en la dieta (Sanchez et
al., 2009). Estos resultados coinciden con estu@i@vios que demostraron una

capacidad limitada para la digestion y catabol@acde lipidos en cefalépodos

(Ballantyne et al., 1981; Mommsen y Hochachka, 1@8Dor et al., 1984, Lee, 1994).

‘ ODieta G ODieta P HEBoga con alginato EBoga OSardina O Cangrejo ‘
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0
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Figura 1. Comparacion de los coeficientes de digestibilidadas lipidos (CDALIP),
proteinas (CDAPROT) y materia seca (CDAMS) obtemidpara las dietas
experimentales formuladas con liofilizados de quisgG) o pota (P), para una dieta
experimental de boga aglutinada con alginato (Se®ees et al., 2010), y para dietas
naturales (boga, sardina y cangrejo) en similam@sdiciones de experimentacion
(Hernandez y Garcia Garcia., 2004).

En cuanto a la composicion nutricional €n vulgaris, y de acuerdo con
Almansa et al. (2006) y Sierio et al. (2006), taog@n este estudio encontramos
diferencias significativas en el tejido musculaenila carcasa como consecuencia de la
dieta suministrada. Sin embargo, el porcentajalilipi de la glandula digestiva en
animales alimentados con dieta P (34,97%) fue muuhgor que en los animales
alimentados con dieta G (5,51%), sugiriendo un patance nutricional en esta ultima
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y una mayor contribucion de los lipidos al metaobh energético. Estos resultados
también quedaron reflejados en los valores de ldeW,una retencion de 13,18% de los
lipidos ingeridos con la dieta P y de -0,49% paralieta G. Estudios previos han
demostrado que las reservas de lipidos en pulp@nh@eentran principalmente en la
glandula digestiva (Sieiro et al., 2006; Cerezoveale et al., 2012a, c), esencialmente
triglicéridos, colesterol y esteres de colestelas, cuales pueden ser movilizadas en
situaciones de ayuno (Garcia-Garrido et al., 2010).

Esta es la primera vez que dietas semihUmedasratids exclusivamente con
ingredientes secos VY liofilizados son aceptadagpaulgarisllevando consigo buenas
tasas de crecimiento, aprovechamiento nutritivoigestibilidad. Los resultados del
presente estudio dan un gran paso en las invesiigac para conseguir una dieta
formulada con fines comerciales paba vulgaris Estudios futuros de engorde en
pulpos podrian usar una base similar al formatgumsto para obtener piensos con
mayor aceptabilidad, estabilidad o composiciéniciotmal con fines comerciales.
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7. CAPITULO V:

Requerimientos lipidicos de pulpo comun@ctopus
vulgaris) obtenidos a partir de dietas formuladas co

distinto contenido en aceite de pescado.
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7. CAPITULO V: Requerimientos lipidicos de pulpo caniin (Octopus vulgariy
obtenidos a partir de dietas formuladas con distird contenido en aceite de

pescado.

Resumen.

El objetivo de este trabajo fue conocer los requentos lipidicos deO.
vulgaris suministrando dietas semihumedas formuladas «imidi contenido en aceite
de pescado y deducido del contenido en agua: 0% 128% lipidos SS), 10% (A10,
28,6% lipidos SS) y 20% (A20, 38,8% lipidos SS)rdsto de ingredientes se mantuvo
constante en las tres dietas: 20% de gelatina,dY&ma de huevo, 15% de liofilizado
de Todarodes sagittatuyy 5% de liofilizado deSardinella auritd. Las dietas
presentaron una textura firme al introducirlas guaay una buena aceptabilidad,
observandose una supervivencia del 100%. La magar absoluta de ingesta (15,8 +
1,2 g/ dia), crecimiento (9,6 + 1,4 g/dia; 0,91 &®y y eficacia alimentaria (60,3%) se
observd con la dieta AO. En ésta la tasa de ing#sthpidos (1,0 g/dia) fue menor
respecto de las dietas A10 (2,1 g/dia) y A20 (ZiBag P<0,05), mostrando ademas una
mayor retencion de lipidos y proteina. La digefitiad de la proteina se mantuvo por
encima del 95% en todas las dietas. Solo la di€teotuvo un alto coeficiente de
digestibilidad de lipidos (81,25%), disminuyend@siicamente hasta el 12,3% en la
A20. Fue destacable la elevada digestibilidad ddifmdos polares (83-89%) respecto
de los neutros (2-87%) en todas las dietas. Estadtados proponen tasas de ingesta de
lipidos Optimas alrededor de 1 g/dia y porcentdgegrasa apropiados del 13-14% SS
en dietas formuladas para el engord®©deulgaris,aunque estos valores podrian variar

en estudios futuros segun la proporcion de lipmdares y neutros de la dieta.

7.1. Introduccioén.

Los nuevos formatos de pienso desarrollados quoeaseptados por el pulpo
comun (Qctopus vulgaris permiten elaborar dietas formuladas de compasicid
conocida para avanzar en el conocimiento de suri@gentos nutricionales (Quintana
et al., 2008; Cerezo Valverde et al., 2008, 20%arcia et al., 2010; Estefanell et al.,
2011a; Morillo-Velarde et al., 2012b).
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Actualmente se admite que los cefal6podos sorusixemente carnivoros y, a
diferencia de lo ocurrido con las proteinas, raragmaeitilizan carbohidratos o lipidos
como fuente de energia (Lee, 1994). Los cefalopgmesentan en su composicion
corporal menos de un 2% en peso humedo de lipmostrando altos niveles de
fosfolipidos, colesterol y acidos grasos poliineatos, especialmente de la serie n-3
(Sinanoglou y Miniadis-Meimaroglou, 1998; Navarr&/§lanueva, 2000, 2003), por lo
gue se ha sugerido un predominio del papel estalabre el energético (O’'Dor et al.,
1984; Moltschaniwskyj y Johnston, 2006). No obstanbs cefalépodos presentan
enzimas lipasas a lo largo del tracto digestivou@er-Rodoni, 1982; Caruso et al.,
2004; Moltschaniwskyj y Johnston, 2006) y son capade almacenar los lipidos en
forma de triglicéridos en cantidades importantesaeglandula digestiva (Sieiro et al.,
2006; Cerezo Valverde et al.,, 2012a). Recientemeviteillo-Velarde et al. (2012b)
han estimado que los lipidos contribuyen con el 28%gasto energético diario @
vulgaris durante el ayuno a corto plazo y el resto deliiaer suministrado por otras
fuentes como las proteinas (Lee, 1994; Garcia-Baet al.,2012) o los hidratos de
carbono (Morillo-Velarde et al., 2011a). Las ressrde lipidos e®. vulgarisdurante
el ayuno sommovilizadas eficazmente, principalmente los lipigesitros, incluyendo
esteres de esterol, triglicéridos, y acidos grddmss (Garcia-Garrido et al., 2010;
Morillo-Velarde et al., 2012b). El uso de lipidosnmo una potencial fuente de energia
también ha sido sugerido en otras especies de Opeflds (Semmens, 1998;
Motlschaniwskyj y Johnston, 2006).

Algunos grupos de investigacion han obtenido reemente buenos
crecimientos y altos indices de eficacia alimeatatiutilizar dietas con alto contenido
en grasa. Estefanell et al. (2011a) han obtenidelentes resultados €. vulgaris
usando bogdBoops boopsfresca de descarte o incluida en dietas formsl4d8,7-
26,3% de grasa peso seco), sugiriendo una efidaacion de los lipidos de la dieta.
Estos mismos autores detectaron peores resultddesn@ear boga de contenido
lipidico muy alto (46,5%; Estefanell et al., 201,1lb)que parece confirmar la existencia
de un rango Optimo en el contenido lipidico deitad Cerezo Valverde et al. (2012c)
obtuvieron mejor crecimiento, eficacia alimentarigalor productivo de la proteina en
dietas formuladas con un 30-33% de lipidos (peso)sespecto de otras con un 4-5%.
Previamente, Garcia Garcia y Aguado-Giménez (2@0g@pien comprobaron en dietas
naturales la influencia del contenido lipidico, @sndo mejor crecimiento e indice de

conversion en pulpos alimentados dnboops(20,1% lipidos, peso seco) que con
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Sardina pilchardus(49,7% lipidos, peso seco). Posteriormente tamlg@ndietas
naturales se sugeria un contenido de lipidos @areulgarisentre el 7-10% en peso
seco (Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006).

El objetivo de este trabajo es conocer los requentos lipidicos deO.
vulgaris, comprobando los cambios que se producen en el nusstD,
aprovechamiento nutritivo y digestibilidad de laetdi asi como en la composicion
nutricional de los animales después de suminisiiatas formuladas con distinto
contenido en aceite de pescado utilizando el fayrdatpienso propuesto por Morillo-
Velarde et al. (2012a).

7.2. Material y métodos.

7.2.1. Captura y aclimatacion de los animales.

Los ejemplares d@®. vulgarisse capturaron en el Mar Mediterraneo (Murcia,
S.E. Espafia) mediante arte de arrastre y se mardaven tanques de 2000 | en el
laboratorio. Los animales se aclimataron durargeranas y se alimentaron con alacha
(Sardinella auritd y cangrejo Carcinus mediterranysen dias alternativos, segun el
patron descrito por Garcia Garcia y Cerezo Valvei2ig06). Posteriormente los
animales se trasladaron y mantuvieron individuabsmem tanques circulares de 262 |
donde se llevaria a cabo la experiencia, con uensé de recirculacion de agua con
control de la temperatura (Air Energy, Heat Pumg., IModel 400 Ti) y filtracion
mecanica y biolégica. Estos contenian tubos de 8o refugio, una red externa para
evitar que se escaparan y una tela de rafia pédta év luz directa. La temperatura se
mantuvo constante (18,4 + 0,7°C) dentro del rargon®d para esta especie (Aguado-
Giménez y Garcia Garcia, 2002), oxigeno superi®&b de saturacion para que este
factor no fuera limitante (Cerezo Valverde y Gar@arcia, 2005), lampara UV,
fotoperiodo 12L: 12D, salinidad 37%0, pH entre 7 yy &itrégeno amoniacal total
(TAN) inferior a 0,2 mg/l.

7.2.2. Elaboracion y estabilidad de las dietas foladas.

Se prepararon tres dietas diferentes con distiombenido en aceite de pescado,

representando en cada una de ellas el 0% (grupolA®) (grupo A10) y 20% (grupo
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A20) en peso de la dieta y reduciéndose del cadean agua (Tabla 1). El resto de
ingredientes se mantuvo constante en las tressdyetstuvo constituido por 20% de
gelatina como aglomerante, 10% de yema de huepolea, 10% de liofilizado de pota
(Todarodes sagittatyisy 5% de liofilizado de alach&( auritg. La pota y la alacha
procedian de pesquerias artesanales de la misnaaguenlos pulpos. Ambas fueron
limpiadas de espinas y visceras, y posteriormentigratdas. Estos ingredientes se
liofilizaron y se trituraron en un molinillo de @&hasta obtener una textura de polvo
fino (<200um), se envasaron y conservaron al vaeigzema de huevo, la gelatina y el
aceite de pescado se adquirieron en su forma cah@rabla 1). Para la elaboracion de
los piensos todos los ingredientes se mezclaromnembot de cocina (Mycook® 1.8,
Electrodomésticos Taurus, S.L. Lleida, Espafiaméo se disolvid la gelatina en agua
y aceite a 40° C, y posteriormente se fueron afddiéos ingredientes restantes hasta
su completa homogenizacion. La mezcla obtenidaegeahfriar a 4°C en bandejas de
aluminio durante 24 h, congelandose posteriormiessdéa su uso.

Tabla 1. Composicién en peso (%) de las dietas formuladasdistinto contenido en
aceite de pescado como ingrediente a testar.

. o Yemd  Alachd Potd . .
Dietas Agua Gelatind (Huevina) (S.aurity  (T. sagittatuy Aceité’ Total (%)
A0 50 20 10 5 15 0 100
Al10 40 20 10 5 15 10 100
A20 30 20 10 5 15 20 100

%Gelatina granulada Bloom 220. Productos Sur, S(Paligono Industrial Oeste, San Ginés, Murcia,
Espafia).

®Yema de huevo atomizada, Avicola San Isidro S.bs(Belones, Cartagena, Murcia, Espafia).
“Ingredientes liofilizados.

daceite de higado de bacalao, Acofarma (TerrassaeBma, Espafia).

La estabilidad en agua de las dietas se determipartir de la pérdida de la
materia seca del pienso después de la inmersi@yea durante 24 horas. Con estos
datos se obtuvo la media de los valores de losesitgs indices calculados:

VP (%) = (Pf-Pi)/Pi*100, expresa la variacidon deso seco de las dietas
después de ser sumergidas en agua, donde Pi ynRélgmeso seco inicial y final,
respectivamente.

F = Pi/Pf, representa un factor de correccionp&do seco del alimento no
ingerido de las dietas fue multiplicado por est@wee correccion para tener en cuenta

la disgregacion del pienso.
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7.2.3. Disefio experimental.

Finalizado el periodo de aclimatacion, los animat® pesaron y sexaron
formando 4 grupos: CI o control inicial (3 indiviokl sacrificados al inicio del
experimento), grupo AO (4 individuos alimentados atdieta AO), grupo Al10 (6
individuos con dieta A10) y grupo A20 (6 individuesn dieta A20). Todos los
individuos fueron machos con el fin de evitar laluencia de los procesos
reproductivos. Las dietas fueron suministradasrdara6 dias (noviembre 2011-febrero
2012). Los pesos medios iniciales fueron de 803 § 9719-922 g) para la dieta AQ,
817 +79 g (738-956 Q) para la dieta A10 y 802 §8814-946 g) para la dieta A20. La
temperatura del agua oscilo entre 17,0 y 20,8°@rderel periodo experimental (18,4 +
0,7°C). Los piensos se pesaron y se administrarsaciedad, en un uUnico trozo de
forma cubica, correspondiendo la primera toma al &b peso corporal de cada
individuo, y posteriormente, reajustandose paraspleepasase las demandas de cada
ejemplar. Los pulpos eran alimentados a las 09;@dias a la semana (Garcia Garcia
y Cerezo Valverde, 2004, 2006), y el alimento solerase recogia a las 24 h con la
ayuda de un pequefio salabre. El alimento sobraetedsecado a 105 + 1° C durante
48 h hasta peso constante (AOAC 1997; Método n°183(ara calcular la ingesta
diaria de cada individuo. El dltimo dia de expemtaeion todos los animales fueron
pesados y anestesiados por inmersidn en agua deheleda antes del sacrificio
conforme con los principios éticos de reducciéanmglazamiento y refinamiento y para
asegurarse de que el dolor, el sufrimiento y lauatig se reducen al minimo en

concordancia con Directiva 2010/63/EU.

7.2.4. Recogida y conservacion de las muestras.

Una vez finalizado el experimento se procedi6 disaccion de los ejemplares
de cada grupo, obteniendo la glandula digestivaagatcasa (resto del individuo menos
la glandula digestiva), con sus correspondienteegdEste procedimiento fue necesario
para obtener las analiticas de la composicion si@mimales completos, a partir de los
resultados de la glandula digestiva y la carcasalaGina de estas partes se triturd y
mezclé hasta obtener una mezcla homogénea, sedealvaacio y se congeld a -20°C

antes de proceder a los analisis bioquimicos.
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Las heces fueron recogidas diariamente con laaagiadun pequefio salabre y se
conservaron en el ultracongelador a -80°C. Posteewte se liofilizaron (Heto,
PowerDry LL3000, Allergd, Dinamarca). Las hecexdéa grupo experimental fueron

recogidas conjuntamente para conseguir la cantidedsaria para su analisis.

7.2.5. Método analitico.

Se analizaron por triplicado tanto las dietas fdadas como las muestras de
pulpo. Se utiliz6 1 g de muestra para las centzasiedad y proteina y 2 g de muestra
en el caso de los lipidos. La humedad fue obtgmidalesecacion a 105 + 1°C durante
24 h hasta peso constante (AOAC 1997; Método n°1830y las cenizas por
incineracion a 450 £ 1°C durante 24 h en un horndlaAHOBERSAL, HD-230). El
contenido de lipidos fue obtenido mediante éteicetien un extractor SOXTEC
AVANTI 2058 (AOAC, 1997; Método n° 920.39). El cenido proteico fue
determinado por el método Kjeldhal usando un faderconversion de 6,25 y el
material extraible libre de nitrogeno (MELN) pofedéencia. La energia y la relacion
proteina energia (P/E en MJ) fueron estimados wshrwd coeficientes de energia de
Miglavs y Jobling (1989): proteina 23,6 kJ/g, lpsd38,9 kJ/g y carbohidratos 16,7
kJ/g.

Los macronutrientes en el animal completo se taiocn sumando el contenido
del nutriente (N) en la glandula digestiva conaitenido en la carcasa:

N total = [((PGD*%NGD) + (PCA*%NCA))*100]/PT, doredN es el % de
nutriente considerando el animal completo, PGDesbpde la glandula digestiva, PCA
el peso de la carcasa, NGD el porcentaje del migrien la glandula digestiva, NCA el

porcentaje del nutriente en la carcasa y PT el fmeabdel individuo.

7.2.6. Determinacion e identificacion de las clalgeiglicas.

A partir del contenido en lipidos totales de lastask, la carcasa y la glandula
digestiva deD. vulgarisse estimo la cantidad de muestra necesaria p&iaeet0 mg
de lipidos segun Folch et al. (1957). Los lipidas conservaron disueltos en
cloroformo:metanol (2:1 v/v) y butilhidroxitoluen@,01%) como antioxidante en
ultracongelador a -80°C (Christie, 1982), ajustat@aoncentracion a 10 pg/ul de

lipidos antes de los analisis. La separacion delkses lipidicas se realizé mediante
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cromatografia de alta resolucion en capa fina (HP)Tdiguiendo el método de Olsen y
Henderson (1989). Los lipidos (15 pg) se aplicamoplacas de gel de silice de HPTLC
20 x 10 cm (Merck, Darmstadt, Alemania) con un gayector (Linomat 5 CAMAG)
de acuerdo con Cerezo Valverde et al. (2012c).eRognente, se obtuvo el porcentaje
del area detectada correspondiente a cada clddedipSe detectaron lipidos polares
(LP): lisofosfatidilcolina (LPC), esfingomielina K§, fosfatidilcolina (PC),
lisofosfatidiletanolamina (LPE), fosfatidilserina yosfatidilinositol (PS/PI) vy
fosfatidiletanolamina (PE); y lipidos neutros (LN)onoglicéridos (MG), diglicéridos
(DG), colesterol (CHO), acidos grasos libres (FF#iglicéridos (TG) y ésteres de
esterol y ceras (SE/WE).

7.2.7. Determinacion de la digestibilidad.

El coeficiente de digestibilidad aparente fue wado para la materia seca
(CDAMS), la proteina (CDAPROT), los lipidos (CDALIR para cada clase lipidica
usando la ecuacion estandar de Maynard y Loosiq)t9

CDA = 100 - (100*%Mdieta/%Mheces) x (YoNheces/%Najedonde M es el
marcador inerte y N los nutrientes. Como marcaderté se emplearon las cenizas
insolubles en acido (CIA), determinadas segun dbdwédescrito por Atkinson et al.
(1984). El porcentaje final de cada clase lipidézala muestra se obtuvo como el
producto entre el porcentaje de lipidos totalebque representaba cada clase lipidica.
Tanto para las heces como para las dietas liaddéigae utilizaron 5 g para la obtencion
de las cenizas insolubles en acido y 0,2 g pardokp Para las proteinas se utilizaron
0,2 y 0,5 g para la dieta y las heces, respectintaneaealizando los analisis por

triplicado en todos los casos.

7.2.8. Parametros calculados y analisis de los slato

Todos los ejemplares fueron pesados al inicioe@Pel peso inicial en g) y al
final del experimento (Pf es el peso final en g)slpardmetros calculados fueron los
siguientes: Peso medio: Pm (g) = (Pi+Pf/2); Incretmele peso: IP (g) = Pf—Pi; Tasa de
alimentacion absoluta: TAA (g/dia) = (AC/dias); dade alimentacion relativa: TAR
(%P/dia) = (TAA/Pm)*100; Tasa de crecimiento absmlulrCA (g/dia) = (IP/dias);
Tasa especifica de crecimiento: TEC (%P/dia) =PfdionPi/dias)]*100; Indice de
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eficacia alimentaria: IEA (%) = (IP/AC)*100; Indiake conversion: IC = AC/IP; Tasa
de alimentacién absoluta de proteina: TAAP (g/dialTAA*%Proteina dieta)/100;
Tasa de alimentacion absoluta de lipidos: TAAL i@y/d (TAA*%Lipidos dieta)/100
Valor productivo de la proteina: PPV (%) = (Progefetenida/ Proteina ingerida)*100;
Valor productivo de los lipidos: LPV (%) = (Lipidostenidos/ Lipidos ingeridos)*100;
indice de la glandula digestiva: IGD (%) = PGD/Rf)®, donde PGD es el peso de la
glandula digestiva en g y AC es el alimento conslanen g corregido teniendo en
cuenta la tasa de disgregacion en el agua y cdlzskegun la férmula:

AC = (Alimento suministrado ss - Alimento sobras$&F) + (Alimento ingerido
ss*(%Humedad dieta/%ss dieta)), con valores detérmem a 1 (0,99-1,02) para todas
las dietas formuladas.

Los resultados obtenidos de todos los analisiofuexpresados como la media
+ desviacion estandar (D.E.). Para analizar larelifcias se llevo a cabo un andlisis de
la varianza de una via (ANOVA). Las diferenciasn#igativas obtenidas entre los
valores medios fueron analizadas por el test dec@umue permite comparar grupos
con distinto numero de muestras, estableciendoivel de significacion P<0,05. Los
porcentajes y los indices fueron transformadosaptio el logaritmo neperiano antes
de hacer el ANOVA.

7.3. Resultados.

Las dietas presentaron una textura firme antesudeergirlas en agua. La dieta
A0 perdié un 1,75%, la dieta A10 perdio un 0,0% \dieta A20 un 0,22% de su peso
seco después de permanecer 24 h en agua, demodtrandran estabilidad. Existieron
diferencias significativas en los porcentajes d#osolos macronutrientes analizados,
con menores porcentajes de humedad, proteina yasepimayor de lipidos conforme
aumentd el contenido de aceite en la dieta (P<@@bla 2). Al analizar la composicién
en clases lipidicas no hubo diferencias signifieatini en la proporcion de LN totales ni
en la de LP totales, aunque se observo un aumergbporcentaje de DG, TG, SE/WE
y una disminucidon en el porcentaje de SM, PE, CHOBA significativos, al
incrementar el porcentaje de aceite en la diet®,. El contenido energético fue
mayor en las dietas A10 y A20 respecto de la ddtamientras que, la relaciéon P/E
(g/MJ) fue menor en las dietas A10 y A20 respedtodieta AO (Tabla 2).
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Tabla 2. Composicién en macronutrientes (% peso seco)seslapidicas (% del total
de lipidos detectados) de las dietas formuladaacgiie (A0), con un 10% (A10) y con
un 20% (A20).

A0 A10 A20 P
Humedad 53,66 +0,80 44,47+0,3%3  3480+0,09 *
Proteinas 81,57+0,81 66,73+8,77 56,83+0,283 *
Lipidos 13,77+0,62 28,64+8,18  38,83+0,18 *
Lipidos Polares (Totales) 13,89 + 0,27 14,73 £ 2,43 11,70+ 0,91 n.s.
LPC 2,25+0,12 1,73 + 0,87 1,20+0,21  n.s.
SM 1,15 + 0,38 1,93 + 0,46° 0,55+0,1%  *
PC 5,49 + 0,06 6,81+ 1,12 6,26 +0,92  n.s.
LPE 1,31+ 0,21 1,00 + 0,01 0,89+0,29 ns.
PS/PI 1,15+ 0,11 0,93 +0,16 0,61+0,17 n.s.
PE 3,22 +0,42 2,27 +0,18 2,15+0,02 =
Lipidos Neutros (Totales) 86,12 + 0,26 85,27 + 2,45 88,32+0,90 n.s.
MG 4,88 + 0,83 4,03 + 0,07 428 +0,18 n.s.
DG 2,37 +0,09 4,30 + 0,48 503+05% *
CHO 12,32+0,12  9,50+0,72 854+059  *
FFA 24,84 +0,4%4 1563+054  13,44+0,62 *
TG 37,48+0,52 4507 +2,01  49,07+0,98 *
SE/WE 4,76 + 0,02 7,23+0,18 7,96 +0,08 @ *
Cenizas 438+0,0 3,43+0,09 2,97+0,08 *
MELN? 0,63 + 0,41 1,21 +1,18 1,36 + 0,04  n.s.
CIAP 0,14 + 0,01 0,07 +0,0% 0,07+0,00  *
Energia( kJ/1009) 2471 2709 2874 -
P/E (g/MJ§ 33,00 24,63 19,77 -

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; P@osfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina;
PS/PI: Fosfatidilserina y Fosfatidilinositol PE: dfatidiletanolamina; MG: Monoglicéridos; DG:
Diglicéridos; CHO: Colesterol; FFA: Acidos grasdbrés; TG: Triglicéridos; SE/ WE: Esteroles de
colesterol y Ceras.

®MELN = Material extraible libre de nitrégeno, cdldas por diferencia.

°CIA = Cenizas insolubles en &cido.

°P/E = Relacion proteina/energia.

Datos expresados como la media + D.E.; valoresaemikma linea con superindices distintos son
significativamente diferentes (n.s.= no significat{P>0,05).

Al comienzo del experimento no hubo diferencigmidicativas entre los pesos
medios iniciales de los 3 grupos y la superviveregadel 100% en todos los grupos.
Durante el primer mes (dias 1-28) la dieta mejeptada fue la dieta A0, con una TAR
de 1,78 + 0,15% P/digP<0,05). No obstante, no llegaron a detectarseratitias
significativas en el crecimiento (10-11 g/dia) nied aprovechamiento de la dieta entre

grupos. El grupo alimentado con dieta AO mostré TAAL significativamente menor
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respecto de los grupos alimentados con la diet@syA420 (P<0,05; Tabla 3). Durante
el segundo mes (dias 29-56) no hubo diferenciasfisigtivas en la aceptabilidad de las
dietas, con TAR similares (P>0,05). Sin embargs doimales alimentados con la dieta
A0 mostraron indices significativamente mejoresdeimiento, con una TCA de 8,11
+ 1,32g/dia, dos y cuatro veces mayor respecto de Igsogralimentados con la dieta
A10 y A20 (4,38 + 1,56 g/dia y 2,65 + 1,88 g/diaspectivamente; Tabla 3).
Igualmente, los indices de aprovechamiento nutriti{lEA, IC) fueron
significativamente mejores con la dieta AO al coragdas con la dieta A10 (P<0,05).
Los valores medios de IEA e IC para la dieta A2@&ste 2° mes no se calcularon por
aparecer un ejemplar con valor negativo. Al comper@eriodo completo (dias 1-56),
los animales alimentados con la dieta AO mostrandites significativamente mejores
de crecimiento (IP, TCA, TEC), destacando un mdlo(535 + 77g) respecto de los
alimentados con las dietas A10 y A20 (408 +P¥y 361 + 63 g, respectivamente;
P<0,05). La TAAL fue significativamente menor endiata A0 (1,01 g/dia), siendo el
doble con A10 y el triple con A20. El mejor aprowamiento de la dieta se detecto en
el grupo AO, aunque las diferencias no llegarorrasgynificativas (P>0,05 para IEA,
IC y PPV). Tampoco hubo diferencias en el IGD. Blov productivo de los lipidos
(LPV) fue significativamente mayor en el grupo AxQ,05; Tabla 3).
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Tabla 3. indices de crecimiento y aprovechamiento nutitie los pulpos alimentados con las dietas fornaslath aceite (A0), con un 10%
(A10) y con un 20% (A20).
Dias 1- 28 Dias 29 - 56 Periodo Total (Dias 1- 56)
Dieta AO Dieta A10 DietaA20 P Dieta AO Dieta A10 Bta A20 P Dieta AO Dieta A10 Dieta A20 P
(n=4) (n=6) (n=6) (n=4) (n=6) (n=6) (n=4) (n=6) (n=6)
Pi (9) 80391 81779 802+£88 n.s1111+173 1102 £117 1089 +152 n.s802 +91 817 £79 802+£88 n.s.
Pf (9) 1111 £173 1102 +117 1089 +152 n.4338 =140 1225 +152 1163 +132 n.4d338 £ 140 1225+£152 1163 +£132 n.s.
IP (g) 308+ 105 285 +59 287 +67  1.5.227 +37 123 + 44 74+53 n|s.535+ 77 408 + 95 361+63 *
TAA (g/dia) 16,97 £2,13 13,96 +1,524,03+3,85 n.$.14,60+0,90 12,33+1,16 12,13+ 3,%/s./1579+1,19 13,14+1,32 13,08+ 3,1%m.5s.

TAAP (g/dia) 6,42+0,80 517+0,56 520+143 n.$52+034 4572043 449+118 N.§,97+045 4,87 +0,49
TAAL (g/dia) 1,08+0,14 222+072% 355+097 * 0932008 196+0,18 3,07+080 * |1,01+0,08 2,09+0,2%

TAR (%P/dia) 1,78+0,18 146+0,18 147+028 * | 120+0,15 1,07+0,10 1,08+0,29 n.s,48+0,09 1,29+0,13
TCA (g/dia) 11,01+3,73 10,19 +2,100,26+2,40 n.s.8,11+132 438+158 265+188 * 956+1,3%F 7,29+1,70

TEC (%P/dia) 1,15+0,29 1,07+0,18 1,08+0,12 n.$,68+0,18 0,37+0,10 024+0,19 * 091+0,1f 0,72+0,12
IEA (%) 63,58 +13,8172,57 + 9,6574,24 + 10,16n.s. 55,65 + 0,80 35,12 +10,18  n.ct * 160,34 +4,68 54,99 + 8,52
IC 1,63+035 1,40+021 1,37+0,19 n.4,84+0,33% 3,05+0,87 n.cl * 1 167+0,14 1,86+0,31
PPV(%) - - - - - - 27,39 + 3,29 23,39 + 6,56
LPV(%) - - - - - - 14,09 + 3,62 9,83 +5,08°
IGD(%) - - - - - - 557+0,93 511+1,08

485+1,17 n.s.

3,31+0,80

*

1,32 +£0,24 n.s.

6,45+ 1,12
0,66 + 0,09

*

*

50,29 £ 7,5%.s.
2,02+0,28 n.s.
21,81 £4,16.s.

6,48 + 4,01

*

523568 n.s.

Pi = peso inicial; Pf, = peso final; IP = incremeznle peso; TAA = tasa de alimentacién absoluta; BFARsa de alimentacion relativa; TCA = tasa deiorento absoluta;
TEC = tasa especifica de crecimiento; IEA = indleeeficacia alimentaria; IC = indice de conversifsoluta; TAAP = tasa de alimentacidn absolutardemas; TAAL=

tasa de alimentacion absoluta de lipidos; PPV ernaoductivo de la proteina; LPV = valor produotile los lipidos; IGD = indice de la glandula diyes

!N.c.: no calculado por detectar valores negativosleejemplar. Valores en la misma linea con sugieds diferentes son significativamente difererttes.= no

significativo (P>0,05), *P<0,05).



Los valores de CDAMS y CDALIP para la dieta AOrue superiores respecto
de las dietas A10 y A20, detectandose en esta alltoe valores mas bajos. Los
CDAPROT fueron similares en las tres dietas (95-98%bla 4). Los lipidos polares
presentaron coeficientes de digestibilidad may(@¥88% en las tres dietas) respecto de
los lipidos neutros (2-87%), cuya digestibilidad flisminuyendo conforme aumenté el
porcentaje de grasa en la dieta, llegando a seb%etn MG y FFA en las dietas con
aceite. Este patron se observo en todos los liméosros analizados (Fig. 1). Por el
contrario, no se detectd una disminucion de laddiiggidad en ninguno de los lipidos

polares al aumentar el contenido de grasa enta (fey. 1).

Tabla 4. Coeficientes de digestibilidad de las distintagadieformuladas sin aceite
(A0), con un 10% (A10) y con un 20% (A20).

A0 Al10 A20
CDAPROT 95,16 97,48 96,22
CDALIP" 81,25 26,78 12,27
CDAMS* 87,78 70,98 57,44

dCDAPROT= Coeficiente de digestibilidad aparentdadaroteina.

PCDALIP= Coeficiente de digestibilidad aparente aelipidos.

‘CDAMS= coeficiente de digestibilidad aparente dmégeria seca.

Datos expresados como la Media + D. E.; n.s.= feyaticias significativas (P>0,05); *P<0,05
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Figura 1. Comparacion de los coeficientes de digestibilig@®dA) aparente de las
distintas clases lipidicas obtenidas para las sligitemuladas sin aceite (AO), con un
10% (A10) y con un 20% (A20). LPT: Lipidos Polarekotales; LPC:
Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fostfiilcolina; LPE:
Lisofosfatidiletanolamina; PS/PI:  Fosfatidilserinay  Fosfatidilinositol;  PE:
Fosfatidiletanolamina; LNT: Lipidos Neutros TotaledlG: Monoglicéridos; DG:
Diglicéridos; CHO: Colesterol; FFA: Acidos grasdsrés; TG: Triglicéridos; SE/WE:
Esteroles de colesterol y Ceras.

Las principales diferencias en cuanto a la congpisi nutricional de los
animales se dieron en la glandula digestiva. Em é@sgano, todos los grupos
experimentales presentaron porcentajes mayore$pielod y menores en proteina y
cenizas respecto del CI (P<0,05). Los grupos aliaters con las dietas A10 y A20
mostraron porcentajes significativamente mayoresi@dos y menores en proteinas
respecto del alimentado con la dieta A0 (P<0,0Bja’'&). No se obtuvieron diferencias
significativas en la composicion nutricional de darcasa (P>0,05). En el animal
completo el porcentaje de proteinas fue menor ermglopos alimentados con la dieta
A10 (73,02%) y A20 (74,04%) respecto del grupo Ti4,28%). El contenido lipidico
fue mayor en aquellos animales que se alimentasordietas experimentales respecto
del grupo CI (Tabla 5).

En la gldndula digestiva predominaron los LN (831/9%) frente a los LP (8,1-
13,3%), siendo los TG, FFA y SE/WE las clases igaisl mayoritarias. En la carcasa
predominaron los LP frente a los LN, destacandBda PE y CHO como las clases

lipidicas mayoritarias (Tabla 6). Tanto en la gldladdigestiva como en la carcasa se
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detecté un aumentd en el porcentaje de LN y unetsscen el de LP conforme
aumento el porcentaje de aceite en la dieta (PxOFBicipalmente estos cambios se
atribuyeron a un mayor porcentaje de TG en la giindigestiva y en CHO, FFAYy TG

en la carcasa (P<0,05).

Tabla 5. Composicion en macronutrientes (% peso seca@gsidistintas fracciones del
pulpo alimentados con dietas naturales (Cl) y detad formuladas sin aceite (A0), con
un 10% (A10) y con un 20% (A20).

Cl A0 A10 A20 P
(n=3) (n=4) (n=6) (n=6)
Glandula Digestiva
Humedad 65,82 +4,0262,25+3,67 58,49+4,76 59,54+564 n.s.
Cenizas 5,75+1,60 3,50 +0,17 %3,33+0,73 2,96 +0,57 n.s.
Proteinas 58,20 + 7,8649,11 + 5,20 %36,40 + 4,74 38,02 +7,9% *
Lipidos 21,35 + 6,46%36,69 + 4,63 ¥51,65+5,14 51,26+ 7,58 *
MELN? 14,70 +1,66 10,70+1,24 8,80+3,33  7,79+3,32 n.s.
Carcasa
Humedad 81,79 +1,2180,59+0,66 80,33+1,09 80,82+0,66 n.s.
Cenizas 11,79+ 1,56 9,85+0,89 10,76+0,99 11,19+0,70 n.s.
Proteinas 78,61 +2,0479,72+1,47 76,34+1,84 78,40+2,01 n.s.
Lipidos 0,70+0,29 0,38+0,27 0,41+0,15 05543 n.s.
MELN? 8,90+0,21 10,05+0,89 12,49+1,84 9,86 +2,50.s.

Animal completo
Humedad 81,12+0,9479,59+0,66 79,19+1,29 79,678 +0,96s.

Cenizas 11,29+1,33 9,21+0,88 9,99+1,01 10,33+0,86 n.s.
Proteinas 77,28 +1,8376,59+ 0,84 ¥73,02+2,36 *74,04+2,92 n.s.
Lipidos 2,11+055 ®*408+0,69 °%5,72+1,83 %,04+2,15 n.s.
MELN? 9,31+0,35 10,11+0,75 12,11+1,94 959+ 2,18.s.

4MELN = Material extraible libre de nitrégeno, cddios por diferencia.

Datos expresados como la media + D.E.; valoresaemisma linea con superindices diferentes son
significativamente diferentes (n.s.= no significati(P>0,05), *P<0,05)*P<0,05 con respecto a los
animales control (CI).
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Tabla 6. Porcentaje de las diferentes clases lipidicataerarcasa y en la glandula
digestiva deD. vulgarisalimentados con dietas formuladas sin aceite (&d),un 10%
(A10) y con un 20% (A20).

AO Al10 A20 P
(n=4) (n=6) (n=6)
Glandula Digestiva
Lipidos Polares (Totales) 12,30 + 0°77 13,30 +2,93 8,14+23§ =

LPC 0,98 £ 0,14 0,87 £ 0,34 n.d. n.s.
PC 4,44 + 0,27 5,20 + 1,43 423+1,74 n.s.
LPE 0,82 + 0,68 0,79 + 0,40 0,81+0,48 n.s.
PS/PI 334+0,33 333+090 1,62+0,77 *
PE 3,57 £ 0,29 2,88 + 0,99 2,73+0,83 n.s.
Lipidos Neutros (Totales) 87,70 + 0%77 87,79+2,97 91,86+2,39 *
MG 3,32 +0,42 3,81 +0,70 423+1,16 n.s.
DG 4,51 + 0,33 5,37 +1,01 4,43+0,70  n.s.
CHO 528+05%5 395+1,18 426+0,48 *
FFA 1550+ 1,19  11,99+240  1516+4,16 n.s.
TG 46,10 + 3,04 52,23+6,58 5887+6,44 *
SE/WE 12,47 +124  1247+138  10,67+2,12 ns.
Carcasa
Lipidos Polares (Totales) 67,10 + 1°%64 6350+ 1,18 61,64+2,20 *
LPC 1,25+0,47 0,94+0,2% 0,75+0,1% =
SM 2,11 + 0,45 2,27 +0,20 252+0,14 n.s.
PC 2441 +1,08 2240+1,9%® 2132+1,3%2 =
LPE 1,45 + 0,53 1,39 + 0,51 1,43+0,16 n.s.
PS 8,30 + 0,23 7,98 £0,72 8,46+0,76  n.s.
PI 12,46 +0,71  1250+0,54  12,24+0,81 n.s.
PE 17,13+0,82  16,58+0,80 16,25+0,66 n.s.
Lipidos Neutros (Totales) 32,90 +1%4 36,50+ 1,18 38,36 +2,19 *
MG 2,99 + 0,42 3,37+ 0,37 299+025 n.s.
CHO 15,88 + 0,45 15,79+0,57% 17,33+0,22 *
FFA 522+048%  6,03+0,87 750+1,30  *
TG 1,10+0,3t  1,29+0,406 292+0,9% *
SE/WE 6,28+0,87 960+1,68 7,79+0,68° *

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; P€osfatidilcolina; LPE: LisofosfatidiletanolaminaSP
Fosfatidilserina; PIl:  Fosfatidilinositol; PS/PIl:  $fatidilserina y  Fosfatidilinositol  PE:
Fosfatidiletanolamina; MG: Monoglicéridos; DG: Digfridos; CHO: Colesterol; FFA: Acidos grasos
libres; TG: Triglicéridos; SE/WE: Esteroles de abézol y Ceras.

N.d. = no detectado; n.s. = no significativo; *F33,

7.4. Discusion.

Se utilizaron tres dietas formuladas exclusivamenbase de ingredientes secos

o liofilizados para la alimentacion @ vulgaris.Las dietas se formularon a partir de la
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misma base (Morillo-Velarde et al., 2012a) y semifciaron en el porcentaje de aceite,
por lo que las diferencias obtenidas en las tretmslipueden atribuirse a este ultimo. Se
utilizé aceite de higado de bacalao por ser unatéugca en acidos grasos esenciales de
la serie omega 3 (EPA y DHA), componentes fundaatesitde los peces y moluscos
(Turchini et al., 2009).

Las tres dietas mostraron una buena aceptabilidadesar de que su
composicion en macronutrientes fue diferente, spordiéndosela mayor tasa
absoluta de ingesta y crecimiento con la dietalAB. valores de ingesta en peso seco
obtenidos para la dieta A0 también fueron supesiorespecto de otras dietas
experimentales (Cerezo Valverde et al., 2008; Bst&df et al. 2011a, Morillo-Velarde
et al., 2012a) y a las estimadas en condicioneasan para dietas naturales a base de
pescado (Aguado-Giménez y Garcia Garcia, 2002;i&&arcia y Aguado-Giménez,
2002), sugiriendo la utilidad del formato empleg@dwma este tipo de experimentos. No
obstante, fue destacable la importante disminudetea ingesta y crecimiento durante
el segundo mes del experimento, hecho que se acentlas dos dietas con mayor
contenido lipidico. Estos resultados pueden sugerimal balance nutritivo o bien un
efecto progresivo de rechazo/aversidbn hacia elspiefeste fenomeno ya se ha
observado en otros trabajos que emplean dietéisialéis, donde los animales tienden a
disminuir su tasa de ingesta después de variasnssncaando son alimentados con un
solo tipo de pienso (Domingues et al., 2007; Quiatat al., 2008) y sugiriendo la
necesidad de alternar distintas dietas para obtergores resultados durante el
engorde.

En referencia al efecto del distinto contenidogdesa sobre el crecimiento, se
observaron peores resultados en individuos alirdestaon las dietas formuladas con
mayor contenido de grasa (28,6 y 38,6% lipidos FBAL de 2,1 y 3,3 g/dia para las
dietas A10 y A20, respectivamente; ver Fig. 2) emgaracion con la dieta A0 (13,8%
lipidos SS; TAAL 1,0 g/dia). Cerezo Valverde et &012c) obtuvieron mejor
crecimiento en dietas formuladas con un 30-33%imldds SS con TAAL similares
(1,2-1,4 g/dia) respecto de otras con un 4-5%dgBIS (TAAL 0,2 g/dia). Estefanell et
al. (2011a) obtuvieron excelentes resultados us@dboopsde descarte de jaulas
marinas aglutinada con alginatos (26,3% lipidos $8AL de 1,5 g/dia) en
comparacion con una dieta que empleBbaoopsde pesquerias artesanales (6,2%
lipidos SS; TAAL de 0,2 g/dia; Fig. 2) y sugiriendma elevada eficacia en la
utilizacion de los lipidos de la dieta. Por lo tanéstos estudios coinciden en que
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aunque los porcentajes de grasa de la dieta puedn, las TAAL finales donde se
obtienen los mejores resultados estan comprendidoe 1 y 1,5 g/dia para dietas
formuladas, correspondiéndose con porcentajes 8&7% lipidos SS. Igualmente,
estos resultados sugieren la necesidad de tereresa el grado de aceptabilidad de la

dieta para fijar los porcentajes de grasa.
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Figura 2. Contenido de grasa (% SS) y tasa especificaatgngiento (TEC, %P/dia) en

las distintas dietas formuladas sin aceite (AO), @wo 10% (A10) y con un 20% (A20) y
otras dietas experimentales: (a) Estefanell et2fll1a, (b) Cerezo Valverde et al.,
2012c.

El efecto en dietas naturales fue variable. Logoras crecimientos fueron
obtenidos con dietas bajas o0 moderadas en grasd82,% SS; ver Fig. 3), pero que
mostraron tasas de ingesta elevadas vy, por lo,tawAL moderadas (0,2-1,8 g/dia).
Los mejores resultados de crecimiento fueron oblbsnpor Garcia Garcia y Cerezo
Valverde et al., (2006) con dietas naturales deyregm (2,4% lipidos S; TAAL 0,5
g/dia) y con dietas mixtas de pescado y cangrejol(®,7% lipidos SS; TAAL 0,7-1,3
g/dia), coincidiendo con los parametros descritrs glietas formuladas. Estefanell et
al. (2011a) obtuvo también buenos resultados cga balvaje (4,6% lipidos SS; TAAL
0,2 g/dia) y boga de descarte (18,7% lipidos SBg/tdia), pero con peores valores al
aumentar el contenido lipidico de la boga (46,5@dts SS; TAAL 5,4 g/dia;

Estefanell et al., 2011bfstas diferencias podrian ser debidas a la distomngosicion
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lipidica y contenido en proteina que poseen lagglipaturales segun su procedencia
(Estefanell et al., 2010).
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Figura 3. Contenido de grasa (% SS) y tasa especifica @atento (TEC, %P/dia) en
distintas dietas naturales: (a) Estefanell et2f111b, (b) Estefanell et al., 2011a, (c)
Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006, (d) Gareixi@ y Aguado-Gimeénez, 2002.

En nuestros resultados destaco el elevado apraréehto nutritivo de la dieta
A0 (IEA del 60,3%) respecto de otras dietas naggrglexperimentales (<55% en dietas
naturales; Garcia Garcia y Cerezo Valverde e2@06; Biandolino et al., 2010; Prato et
al., 2010; Estefanell et al., 2011b; <28% en dietgerimentales; Cerezo Valverde et
al., 2008;Quintana et al., 2008; Cerezo Valverde et al., 2D120s valores de PPV y
de LPV para la dieta AO fueron moderados (27,39%} ¥9%, respectivamente) con
valores de PPV similares a los obtenidos con cam@28%), pero inferiores a los de
dietas mixtas de boga y cangrejo (33%) y boga (3¢Bgrcia Garcia y Cerezo
Valverde, 2006). Estos resultados pueden ser delaidpe la principal fuente proteica
de nuestros piensos formulados fue la gelatina pugteina es deficiente en la mayoria
de aminoacidos esenciales y no esenciales (KariRajgev Bhat et al., 2009) en
comparacion con el contenido de aminoacido®©deulgaris(Cerezo Valverde et al.,
2012b). Por lo tanto, se podria continuar investigaen la linea de formulacion de
estos piensos suplementados con aminoacidos puneataria primas concretas para

mejorar el rendimiento de la proteina (Cerezo aeet al., 2012b).
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La digestibilidad de la proteina de las dietasmmsatuvo por encima del 95% en
todos los casos, coincidiendo con los valores addsrpara dietas naturales (Hernandez
y Garcia Garcia, 2004; Mazoén et al., 2007; Sandteal., 2009) y experimentales
(Seica Neves et al.,, 2010; Morillo-Velarde et &Ql12a), e indicando la elevada
capacidad enzimatica de. vulgaris para la digestion de estos nutrientes (Boucher-
Rodoni, 1982; Aguila et al., 2007; Hamdan et @02). Estos resultados apuntan a que
los CDAPROT no se vieron afectados de forma sicatifra por el porcentaje lipidico
que contenia la dieta (Fig. 4). Por el contrars, CD de los lipidos fueron variables.
Solo la dieta AO con un contenido de 13,7% lipii@sobtuvo altos CDALIP (81,25%),
disminuyendo drasticamente hasta el 12,3% cuandeta contiene un 38,8% lipidos
(Fig. 5) y provocando también la disminucion d€RAMS (Fig. 6). Estos resultados
apuntan a que los pulpos tienen una capacidad atimitpara la digestion y
catabolizacion de lipidos, coincidiendo con otratudios previos en cefalopodos
(Ballantyne et al., 1981; Mommsen y Hochachka, 1@8Dor et al., 1984, Lee, 1994).
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Figura 4. Coeficientes de digestibilidad de las proteindBABROT%) en funcion del
porcentaje de grasa de la dieta (% SS) para léisitdss dietas formuladas sin aceite
(A0), con un 10% (A10) y con un 20% (A20) y otrastas experimentales: (a) Seica
Neves et al., 2010, (b) Sanchez et al., 2009 (gdvieet al., 2007, (d) Hernandez y
Garcia Garcia, 2004.
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Figura 5. Coeficientes de digestibilidad de los lipidos @IP%) en funcion del
porcentaje de grasa de la dieta (%SS) para lamtdsstdietas formuladas sin aceite
(A0), con un 10% (A10) y con un 20% (A20) y otrastas experimentales: (a) Seica
Neves et al., 2010, (b) Sanchez et al., 2009 (@dvieet al., 2007, (d) Hernandez y
Garcia Garcia, 2004.
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Neves et al., 2010, (b) Sanchez et al., 2009 (@dveet al., 2007, (d) Hernandez y
Garcia Garcia, 2004.
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Ademas, fue destacable que conforme aumenté &mido de grasa en la dieta
disminuyo el coeficiente de digestibilidad de lgsdos neutros, llegando incluso a ser
nula en MG y FFA en las dietas A10 y A20 (Fig. BE3ta nula digestibilidad requiere
una consideracion mas profunda y sugiere que laomaarte de los triglicéridos de la
dieta se habrian desdoblado en acidos grasos kbrasnoglicéridos, resultando su
contenido en las heces superior al ingerido endiasas. Por el contrario, los
coeficientes de digestibilidad de los lipidos pedaiueron elevados, pudiéndose atribuir
a la presencia de los fosfolipidos en la dietao€pbdrian mejorar la emulsion lipidica
e incrementar la eficacia del trasporte de losdacgiasos y lipidos del intestino al resto
del organismo, aumentando la sintesis de lipoprasedeO. vulgaris,como se ha
sugerido en estudios con peces (Craig y Gatliny;1B8sper y Brown, 2003; Tocher et
al., 2008). Al respecto, la capacidad digestiva gmtos nutrientes no se vio limitada. El
papel predominante de los fosfolipidos en los ¢sjide los cefaldpodos (Sinanoglou y
Miniadis-Meimaroglou, 1998; Navarro y Villanuevad@, 2003; Cerezo Valverde et
al., 2012a) y su movilizacion especialmente duréadefases de crecimiento (Morillo-
Velarde et al., 2012b) sugiere que futuros estudesngorde par@. vulgarispodrian
usar dietas formuladas suplementadas con est&s dijpilicas.

Segun nuestros resultados y comparandolos caelagros autores (Hernandez
y Garcia Garcia, 2004; Mazon et al., 2007; Sanehea., 2009; Seica Neves et al.,
2010) los mejores CDALIP se obtienen con una deettae el 2-14% de grasa SS, ya
gue si aumentamos este porcentaje el CDALIP disymindrasticamente. Estos
resultados coinciden con los derivados del crecitniebservado en nuestro estudio, de
donde se deduce que las dietas experimentalesiaelsentener menos del 14% lipidos
SS para que el CDAMS no fuese menor del 90%, panade la pérdida de gran
cantidad de nutrientes por las heces (Figs. 5y 6).

A diferencia de la ocurrido en otros trabajos,d#la composicion en la carcasa
y en el animal completo de los pulpos fue mas emtstque en la glandula digestiva
(Almansa et al., 2006; Garcia-Garrido et al., 20%0rillo-Velarde et al., 2012a), en
este trabajo el porcentaje de las diferentes clip&icas en la carcasa si se vio
modificado con la dieta. En este estudio, aumentada@s LN de la carcasa,
principalmente debido a la acumulacién de colekteéoidos grasos libres vy
triglicéridos, y disminuyeron los LP como conseaii@arde un aumento en la ingestion
de lipidos. Estos resultados concuerdan con losnatds por Morillo-Velarde et al.

(2012b) donde se sugiere un transporte simultared@ y CHO de la glandula

119



digestiva hacia las células musculares duranteywica pero que segun este estudio
también podria verse incrementado con el aumentta dagesta de lipidos. Estos

resultados sugieren también que dietas con altagmiolos en lipidos pueden producir
un trastorno metabdlico y provocar modificacionedae composicion de los tejidos o

una alteracion en la forma de almacenamiento cpate de los lipidos. EI mayor

contenido de grasa de las dietas A10 y A20 tamkjgedd reflejado en el alto

porcentaje de grasa en la glandula digestiva deudisos, resaltando el uso de este
organo como almaceén de lipidos y energia (Siei@.e2006; Cerezo Valverde et al.,

2012c; Morillo-Velarde et al., 2012b).

Los resultados del presente estudio dan un grsm gra la elaboracion de dietas
formulada con fines comerciales p&avulgaris Por un lado, el formato empleado en
este estudio ha tenido una alta aceptabilidaarespondiéndose con altas tasa de
ingesta y crecimiento. Por otro lado, se propomsag de ingesta de lipidos Optimas
alrededor de 1 g/dia y porcentajes apropiados dsagalrededor del 13-14% SS en
dietas formuladas. Un menor porcentaje de grasdaedieta podria disminuir el
rendimiento de la dieta y aumentar la utilizaci@ pfoteina, mientras que un mayor
porcentaje haria disminuir la digestibilidad dediata y podria ocasionar trastornos
metabodlicos asociados con un excesivo consumo pido$i. Del presente estudio
también se deriva el interés de llevar a cabo esuldituros con dietas formuladas
suplementadas con fosfolipidos, justificado poretevada digestibilidad y su papel
predominante en la composicion de los tejidos decfalépodos. En este sentido, los
porcentajes de grasa en la dieta de esta espatipariar en funcién de las clases

lipidicas presentes en su composicion.
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8.CAPITULO VI:

Utilizacion eficaz de la glucosa frente al almidoen
dietas formuladas semihumedas para el pulpo

comun (Octopus vulgaris).
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8. CAPITULO VI: Utilizacion eficaz de la glucosa frente al almidon en dietas

formuladas semihumedas para el pulpo comurQctopus vulgaris.

Resumen.

El objetivo de este trabajo fue comprobar la cejaatc de utilizacion de
carbohidratos simples (glucosa) o complejos (almidd O. vulgaris,suministrandole
tres dietas semihimedas. Una dieta sin carboh&ledtadidos (dieta CO: 50% de agua
destilada, 20% de gelatina, 10% de yema de huevpobm, 5% Srdinella aurita
liofilizada y 15% Todarodes sagittatuBofilizado) y otras dos dietas similares pero
sustituyendo un 5% d&. sagittatuspor glucosa (dieta GLU5) o por almidon (dieta
ALM5). La dieta mas estable y mejor aceptada fueiéda ALM5 (TAR de 1,26%
P/dia) aunque no existieron diferencias en lasstdsacrecimiento de las tres dietas
(10,12 g/dia, 9,37 g/dia y 11,22 g dia para lagaslieCO, GLU5 y ALM5
respectivamente; P>0,05). Los indices de aproveemon nutritivo fueron
significativamente mejores en la dieta GLU5, demtdo un valor productivo de
proteina del 71,88% y un indice de conversion iofea 1. La digestibilidad de la
proteina y los lipidos fueron similares en las thesas (96-98% para las proteinas y 85-
94 para los lipidos), sin embargo la digestibilidadcarbohidratos fue mayor en la dieta
GLU5 (98%) respecto de las dietas CO (84%) y ALNIS38%). El porcentaje de
carbohidratos aument6 en el musculo y la glandigastiva como consecuencia del
aumento en la ingestion de carbohidratos. Estastag®s demuestran la capacidad de
utilizacién de la glucosa con fines energéticosCervulgaris permitiendo ahorrar y

destinar mayor cantidad de proteina al crecimiento.

8.1. Introduccioén.

Los nuevos formatos de pienso desarrollados quoeaseptados por el pulpo
comun (Qctopus vulgaris permiten elaborar dietas formuladas de compasicié
conocida para avanzar en el conocimiento de suriagentos nutricionales (Quintana
et al., 2008; Cerezo Valverde et al., 2008, 20%arcia et al., 2010; Estefanell et al.,
2011; Morillo-Velarde et al., 2012b).
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Los cefalopodos son exclusivamente carnivorosilizarn preferentemente las
proteinas como fuente de energia y para el crecimifLee, 1994). No obstante,
también se ha demostrado que tienen la capacidadigaeir, almacenar y utilizar
carbohidratos (CH), proporcionando energia prefersante para las actividades
explosivas de caracter anaerobico (Wells y Clatk86), como podrian ser la captura
de presas o la huida de depredadores, pero tarabi@eriodos de inanicion (Morillo-
Velarde et al., 2011a).

La glandula digestiva presenta fuerte actividadiaetigestion de carbohidratos.
En Sepia las amilasas fueron detectadas en la luminagledoales digestivos (Romijn,
1935; Boucaud-Camou, 1974) y, en pulpo y calamamedas células de la glandula
digestiva (Okutani y Kimata, 1964; D’Aniello y Sdar1971). Caruso et al. (2004)
detectaron un gradiente descendente de amilasde tesglandulas salivares hasta la
glandula digestiva e®. vulgaris y Sepia officinalis.

En cuanto a su almacenamiento, los carbohidragoshas encontrado en
cantidades variables y significativas en todos tlglos de numerosas especies de
cefalopodos y en particular €én vulgaris incluyendo la gonada (2,14% materia seca),
el musculo (3,16% materia seca) y la glandula dige$3,47% materia seca) (Zamora
y Olivares, 2004; Rosa et al., 2005; Morillo-Velart al., 2011a).

Recientemente, Morillo-Velarde et al. (2011a) hastimado que los
carbohidratos contribuyen con el 9,9% del gastorgétieo diario deO. vulgaris
durante el ayuno a corto plazo, de los cuales,68b&roceden del musculo y el 1,3%
de la glandula digestiva. El glucogeno podria seaperado rapido y directamente de la
glucosa en circulacion o de la glucogénesis de @didos (Hochachka y Fields, 1982).
Segun O'Dor et al. (1984) los CH después de unaidanson rapidamente
catabolizados y solo una pequefia cantidad serfaudada como glucégeno muscular,
siendo practicamente inmune a su movilizacion emmsiones de ayuno.

El hecho de que los carbohidratos sean los coystites mas baratos en la
formulacion de piensos para la acuicultura haceréseinte estudiar la capacidad de
utilizacién de estos nutrientes al incorporarlosuea dieta formulada. Este aspecto es
especialmente relevante para una especie que basatabolismo en las proteinas. En
este sentido, Morillo-Velarde et al. (2012a) demaysn una mala utilizacion de los
carbohidratos procedentes del guisanteOenvulgaris sugiriendo que los almidones

presentaban una mala digestibilidad, aunque estBoht&ambién podia deberse a la
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presencia de inhibidores de las amilasas presenteste ingrediente. Probablemente, la
adicién de almidones en su forma pura no presetéeiconveniente siendo interesante
comprobarlo.

El objetivo de este trabajo es comprobar la calaacide utilizacion de los
carbohidratos simples, en forma de glucosa, o ogiogplen forma de almiddn,
incorporandolos en dietas formuladas para el emgde. vulgaris registrando los
cambios que se producen en el crecimiento y coroipasnutricional de los animales y
la digestibilidad de la dieta utilizando el formade pienso propuesto por Morillo-
Velarde et al. (2012a). Igualmente este estuditepde responder a la pregunta si los
bajos niveles de carbohidratos en los tejidos dgdgse deben a su bajo contenido e
ingesta en sus dietas naturales o son consecudacia baja capacidad para su

almacenamiento.

8.2. Material y métodos.

8.2.1. Captura y aclimatacion de los animales.

Los ejemplares d®. vulgarisse capturaron en el Mar Mediterrdneo (Murcia,
S.E. Espafia) mediante arte de arrastre y se margaven tanques de 2000 | en el
laboratorio. Los animales se aclimataron durarger@anas y se alimentaron con alacha
(Sardinella aurita y cangrejo Carcinus mediterranys en dias alternativos.
Posteriormente los animales se trasladaron y memtuvindividualmente en tanques
circulares de 262 | en un sistema de recirculad@®agua con control de la temperatura
(Air Energy, Heat Pump Inc., Model 400 Ti) y filtidn mecéanica y biol6gica. Estos
contenian tubos de PVC como refugio, una red extpana evitar que se escaparan y
una tela de rafia para evitar la luz directa. lmageratura se mantuvo constante (19,11 +
0,74°C) dentro del rango 6ptimo para esta espédgaado-Giménez y Garcia Garcia,
2002), oxigeno superior al 80% de saturacion pameasgte factor no fuera limitante
(Cerezo Valverde y Garcia Garcia, 2005), fotoperia@L:12D, salinidad 37%., pH
entre 7 y 8 y nitrogeno amoniacal total (TAN) indera 0,2 mg/I.
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8.2.2. Elaboracion y estabilidad de las dietas folaaas.

Se prepararon tres dietas diferentes. Una dietalsin carbohidratos afadidos
(dieta CO) y consistente en un 50% de agua destil20% de gelatina como
aglomerante, 10% de yema de huevo en polvo, 5%fileeddo de alacha§. auritg y
15% de liofilizado de potaTpdarodes sagittatysLas otras dos dietas eran similares
pero sustituyendo un 5% de pota por glucosa (di&t&)5) o por almidén (dieta
ALMb).

Tabla 1. Composicién en peso (%) de las dietas formuladas.

Yemd  Alachd Pot& Almidén Total

Dietas Agua Gelatind . o iv o (s, aurity (7. sagittatuy S5 de patatt (%)

co 50 20 10 5 15 0 0 100
GLUS 50 20 10 5 10 0 5 100
ALM5 50 20 10 5 10 5 0 100

%Gelatina granulada Bloom 220, Productos Sur, SPaligono Industrial Oeste, San Ginés, Murcia,
Espafia).

®Yema de huevo atomizada, Avicola San Isidro S.bs(Belones, Cartagena, Murcia, Espafia).
“Ingredientes liofilizados.

Glucosa anhidra, Guinama S.L.U. (Alboraya, ValenEgpaia).

*Almidén de patata soluble, Panreac Quimica S.LGQastellar del Vallés, Barcelona, Espaiia).

La pota y la alacha procedian de pesquerias agiesade la misma zona que los
pulpos. La pota y la alacha fueron limpiados denespy visceras, y posteriormente
triturados. Estos ingredientes se liofilizaron yri@raron en un molinillo de café hasta
obtener una textura de polvo fino (<200um), se sanm y conservaron al vacio. La
yema de huevo, la gelatina, la glucosa y el aimi®patata se adquirieron en su forma
comercial (Tabla 1). Para la elaboracion de losique todos los ingredientes se
mezclaron en un robot de cocina (Mycook® 1.8, Eteltimésticos Taurus, S.L. Lleida,
Espafia). Primero se disolvié la glucosa o el almigda gelatina en agua a 40°C, y
posteriormente se fueron afiadiendo los ingrediendstantes hasta su completa
homogenizacion. La mezcla obtenida se dejé en&idPC en bandejas de aluminio
durante 24 h, congelandose posteriormente hastsosu

La estabilidad en agua de ambas dietas se detearpartir de la pérdida de la
materia seca del pienso después de la inmersi@yea durante 24 horas. Con estos

datos se obtuvo la media de los valores de losesitgs indices:
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VP (%) = (Pf - Pi)/Pi*100, expresa la variacionl geso seco de las dietas
después de ser sumergidas en agua, donde Pi ynRél queso seco inicial y final,
respectivamente.

F = Pi/Pf, representa un factor de correccionp&do seco del alimento no
ingerido de las dietas fue multiplicado por est®wee correccion para tener en cuenta

la disgregacion del pienso.

8.2.3. Disefio experimental.

Finalizado el periodo de aclimatacion, los animat® pesaron y sexaron
formando 3 grupos experimentales de 7 individuds eao: grupo CO (alimentado con
dieta C0), grupo GLU5 (con dieta GLU5S) y grupo ALNEon dieta ALM5). Se dispuso
ademas de un grupo control (Cl) formado por 3 idios sacrificados al inicio del
experimento. Todos los individuos fueron machos elofin de evitar la influencia de
los procesos reproductivos. Las dietas fueron sstrilas durante 42 dias (abril -
junio 2012). Los pesos medios iniciales fueron 8& # 107 g (637-891 g) para el
grupo CO, 883 + 83 g (813-1013 g) para el grupo 6iHde 876 + 64 g (753-953 Q)
para el grupo ALM5. La temperatura del agua oseitere 17,7 y 21,0°C durante el
periodo experimental (19,1 + 0,7°C). Los piensospssaron y se administraron a
saciedad, en un unico trozo de forma cubica, cooregiendo la primera toma al 5% del
peso corporal de cada individuo y, posteriormergajustandose para que sobrepasase
las demandas de cada ejemplar. Los pulpos eraeratiaios a las 09:00 h, 6 dias a la
semana (Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2004,)2Q0&! alimento sobrante se
recogia a las 24 h con la ayuda de un pequefiorsalgb alimento sobrante fue
desecado a 105 + 1°C durante 48 h hasta peso otm¢BOAC 1997; Método n°
930.15) para calcular la ingesta diaria de cadavioheb. El Udltimo dia de
experimentacion todos los animales fueron pesadasegtesiados por inmersion en
agua de mar helada antes del sacrificio conforrmela® principios de la Directiva
2010/63/EU.
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8.2.4. Recogida y conservacion de las muestras.

Una vez finalizado el experimento, se procedié diseccion de los ejemplares
de cada grupo. En 3 de ellos se obtuvo la glandigiestiva y la carcasa (resto del
individuo menos la glandula digestiva), y de losedtantes la glandula digestiva y el
tejido muscular (tres patas y parte del manto) sos correspondientes pesos. Este
procedimiento fue necesario para obtener las aaitde la composicion de los
animales completos, a partir de los resultadosi@¢andula digestiva y la carcasa. Cada
una de estas partes se trituré y mezclo hasta @btera mezcla homogénea, se envaso
al vacio y se congel6 a -20°C antes de procedsr analisis bioquimicos.

Las heces fueron recogidas diariamente con laaagladun pequefio salabre y se
conservaron en el ultracongelador a -80°C. Posteeiote se liofilizaron (Heto,
PowerDry LL3000), obteniendo un total de 70 g, 87 186 g de heces de los animales
alimentados con las dietas CO, GLU5 y ALM5, respantente. Todas las heces de
cada grupo fueron recogidas conjuntamente paragairda cantidad necesaria para su

analisis.

8.2.5. Método analitico.

Se analizaron por duplicado tanto las dietas ftadas como las muestras de
pulpo, obteniendo la humedad, cenizas, protein@sidos. Se utilizé 1 g de muestra
para la humedad, ceniza y proteina, 2 g de mupatealos lipidos y 0,05 g de muestra
liofilizada en el caso de los carbohidratos. La bdad fue obtenida por desecacion a
105 * 1°C durante 24 h hasta peso constante (AOZd7;IMétodo n°® 930.15) y las
cenizas por incineracion a 450 + 1°C durante 24 lure horno Mufla (HOBERSAL,
HD-230). El contenido proteico fue determinado pbmétodo Kjeldhal usando un
factor de conversién de 6,25. El contenido de tipiflie obtenido mediante éter etilico
en un extractor SOXTEC AVANTI 2058 (AOAC, 1997; Mdb n° 920.39) y los
carbohidratos totales por el método de Dubois .e(1856). La energia y la relacion
proteina energia (P/E en MJ) fueron estimados wslrwd coeficientes de energia de
Miglavs y Jobling (1989): proteina 23,6 kJ/g, |@d38,9 kJ/g y carbohidratos 16,7
kJ/g.
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Los macronutrientes en el animal completo se taon sumando el contenido
del nutriente (N) en la glandula digestiva conaitenido en la carcasa:

N total = [((PGD*%NGD) + (PCA*%NCA))*100]/PT, doredN es el % de
nutriente considerando el animal completo, PGDesbpde la glandula digestiva, PCA
el peso de
la carcasa, NGD el porcentaje del nutriente eddadyla digestiva, NCA el porcentaje

del nutriente en la carcasa y PT el peso totahdéliduo.

8.2.6. Determinacion de la digestibilidad.

El coeficiente de digestibilidad aparente fue @ado para la materia seca
(CDAMS), la proteina (CDAPROT), los lipidos (CDADIPy los carbohidratos
(CDACH) usando la ecuacién estandar de MaynardoglL¢1969):

CDA = 100 - (100*%Mdieta/%Mheces) x (YoNheces/%Najedonde M es el
marcador inerte y N los nutrientes. Como marcaderté se emplearon las cenizas
insolubles en acido (CIA), determinadas segun dbdwédescrito por Atkinson et al.
(1984). Tanto para las heces como para las diethlizddas se utilizaron 1 g para
obtener la humedad, 3-5 g cenizas insolubles elo 4€ilA), 0,1 g para proteinas, 0,2 g
para lipidos y 0,05 g para carbohidratos, realiadad andlisis por triplicado.

8.2.7. Parametros calculados y analisis de los slato

Todos los ejemplares fueron pesados al inicioe@Pel peso inicial en g) y al
final del experimento (Pf es el peso final en g)slparametros calculados fueron los
siguientes: Peso medio: Pm (g) = (Pi+Pf/2); Incretmele peso: IP (g) = Pf—Pi; Tasa de
alimentacion absoluta: TAA (g/dia) = (AC/dias); aade alimentacién absoluta de
proteina: TAAP (g/dia) = (TAA*%Proteina dieta)/10Dasa de alimentacion absoluta
de lipidos: TAAL (g/dia) = (TAA*%Lipidos dieta)/100asa de alimentacion absoluta
de carbohidratos: TAAC (g/dia) = (TAA*%Carbohidratadieta)/100; Tasa de
alimentacion relativa: TAR (%P/dia) = (TAA/Pm)*100asa de crecimiento absoluto:
TCA (g/dia) = (IP/dias); Tasa especifica de creemo: TEC (%P/dia) = [(InPf-
LnPi/dias)]*100; indice de eficacia alimentaria:AlE%) = (IP/AC)*100; indice de
conversion: IC = AC/IPyalor productivo de la proteina: PPV (%) = (Proteiatenida/
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Proteina ingerida)*100; Valor productivo de losdips: LPV (%) = (Lipidos retenidos/
Lipidos ingeridos)*100; Valor productivo de los lgahidratos: CPV (%) =
(Carbohidratos retenidos/ Carbohidratos ingerid®)* indice de la glandula
digestiva: IGD (%) = PGD/Pf)*100, donde PGD esed@de la glandula digestiva en g
y AC es el alimento consumido en g corregido tesweren cuenta la tasa de
disgregacién en el agua y calculado segun la f@mul

AC = (Alimento suministrado ss - Alimento sobras$&F) + (Alimento ingerido
ss*(%Humedad dieta/%ss dieta)), con valores de E,@2 1,72 y 1,14 para las dietas
CO0, GLU5 y ALM5, respectivamente.

Los resultados obtenidos fueron expresados commeddia + la desviacion
estandar (D.E.). Para analizar las diferenciakese b cabo un analisis de la varianza de
una via (ANOVA). Las diferencias significativas ebidas entre los valores medios
fueron analizadas por el test de Tukey, establdoiam nivel de significacion de
P<0,05. Los porcentajes y los indices fueron tansidos aplicando el logaritmo
neperiano antes de hacer el ANOVA.

8.3. Resultados.

Las dietas presentaron una textura firme antesudeergirlas en agua. La dieta
CO perdio un 1,75%, la dieta GLU5 perdi6 un 41,9% dieta ALM5 un 12,3% de su
peso seco después de permanecer 24 h en agua, Isieheta CO la mas estable.
Existieron diferencias significativas en los poteggs de todos los macronutrientes
analizados en las dietas, con porcentajes mener@soeina y cenizas y mayores de
lipidos y carbohidratos en las dietas enriquecatas carbohidratos (GLU5S y ALM5)
respecto a la dieta CO (P<0,05; Tabla 2). El cadteanergético fue similar en todas las
dietas (2487-2551 kJ/100g), mientras que la retaPiic (g/MJ) fue menor en las dietas
GLUS y ALMS5 respecto de la dieta CO (Tabla 2).
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Tabla 2. Composicion en macronutrientes (% peso seco) slditdas formuladas sin
carbohidratos afiadidos (CO0), con un 5% de glucGs&J%) y con un 5% de almiddn
(ALM5).

Co GLU5 ALM5 P
Humedad 53,32 +0,73 56,00+0,11 53,76 +1,17 *
Proteinas 81,57 +0,81 72,70+0,23 71,11 +0,87 *
Lipidos 13,77+0,62 16,99+1,10 17,11+1,12 *
Cenizas 438+0,09 364+004 3,70+0,08 *
Carbohidratos 1,96 + 0,84 10,43+2,7% 10,08 + 3,93 *
CIA? 0,084 + 0,002 0,051 + 0,008 0,086 + 0,008 *
Energia ( kJ/100g) 2487 2551 2512 -
P/E (g/MJ¥ 32,80 28,50 28,30 -

CIA = Cenizas insolubles en acido.
®P/E = Relacion proteina/energia.
Datos expresados como la media + D.E.; valoresaemikma linea con distintos superindices son
significativamente diferentes (n.s.= no significat{P>0,05), *P<0,05).

Todos los animales aceptaron las dietas con up@nsguencia del 100%. No
hubo diferencias significativas ni en los pesos io®dniciales ni finales de los 3
grupos, siendo el IP entre 393 g (GLU5) y 471 gNK&l). en los 42 dias que duré el
experimento (P>0,05; Tabla 3). La dieta mejor aadgptfue la dieta ALM5, con TAR
de 1,26 + 0,15%P/dia. Igualmente, la dieta ALM5 imipsasas absolutas de ingesta
(TAA, TAAP, TAAL, TAAC) significativamente superies respecto de los grupos
alimentados con las dietas CO y GLU5 (P<0,05; TaB)a Los indices de
aprovechamiento nutritivo (IEA, IC, PPV y CPV) foarsignificativamente mejores en
la dieta GLU5 respecto de ALM5, destacando un PRY .,88% e indices de
conversion inferiores a 1. Por el contrario, n@Btivieron diferencias significativas en
el CPV de las dietas GLU5 y ALM5, aunque ambos gsupnostraron valores
superiores respecto del grupo C0O. Tampoco existidiferencias en el IGD (P>0,05;

Tabla 3).
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Tabla 3. indices de crecimiento y aprovechamiento nutitie los pulpos alimentados
con las dietas formuladas sin carbohidratos afiad{@®), con un 5% de glucosa

(GLU5) y con un 5% de almidon (ALMS5).

Pi (9)
Pf(9)

IP (9)
TAA (g/dia)
TAAP (g/dia)
TAAL (g/dia)
TAAC (g/dia)
TAR (%P/dia)
TCA (g/dia)
TEC (%P/dia)
IEA (%)

IC
PPV (%)
LPV (%)
CPV (%)
IGD (%)

n
7
=
7
7
7
7
+
7
7
7
7
7
3
3
3
7

Co
797 £ 92
1222 + 157
425 + 69
10,10 + 0,8%
3,85+0,32
0,62 + 0,08
0,08 + 0,01
1,01+0,12
10,12 £ 1,63
1,02 + 0,67

100,08 + 13,38

1,01 +0,1%
45,52 + 8,44
17,00 + 13,38
6,45 + 4,78
6,01 + 0,81

GLUS
899 + 65
1293 + 92
393 + 61
8,10 + 1,29
2,70+ 0,48
0,61 +0,16
0,37 + 0,08
0,74 +0,12
9,37 £ 1,45
0,86 + 0,12

116,98 + 18,25

0,87 +0,14
71,88 + 4,37

12,45 + 24,63

37,89 +5,15
6,45 + 1,16

ALM5
876 + 64
1347 + 72
471 + 40
13,99 + 2,14
4,82 +0,74
1,11 +0,1%
0,65 + 0,16
1,26 + 0,15

n.s.

n.s.

n.s.

11,22 £ 0,96n.s.

1,03 + 0,08
81,93 + 15,18
1,26 + 0,283
37,50 + 6,07

*

*

*

*

17,08 £ 7,78n.s.

17,10 + 7,99

6,73+1,01

*

n.s.

Pi = peso inicial; Pf = peso final; IP = incremen®peso; TAA = tasa de alimentacién absoluta; TAAP

tasa de alimentacion absoluta de proteinas; TAARsa de alimentacion absoluta de lipidos; TAAC =
tasa de alimentacion absoluta de carbohidratos; FARsa de alimentacion relativa; TCA = tasa de
crecimiento absoluta; TEC = tasa especifica deimiento; IEA = indice de eficacia alimentaria; IC =

indice de conversién absoluta; PPV = valor produocte la proteina; LPV = valor productivo de los
lipidos; CPV = valor productivo de los carbohidsgthizD = indice de la glandula digestiva.
Datos expresados como la media + D.E.; valoresaemisma linea con superindices diferentes son
significativamente diferentes (n.s.= no significat{P>0,05), *P<0,05).

Las diferencias en la composicion de las hecedodetres grupos fueron
significativas para todos los macronutrientes aadbs (P<0,05; Tabla 4), destacando
el elevado porcentaje de carbohidratos en las fecés dieta ALMS (46,87%) frente a
la dieta CO (4,39%) y la dieta GLU5 (4,62%; P<0,05)s valores de CDAMS vy
CDACH para la dieta GLU5 fueron superiores respeldolas dietas CO y ALMS5,
detectandose en esta Ultima el valor mas bajo@amCH (0,33%). Los CDAPROT y

CDALIP fueron similares en las tres dietas (96-98%b-94%, respectivamente; Tabla
4).
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Tabla 4. Composicion de las heces liofilizadas (% peso sgcajoeficientes de
digestibilidad de las distintas dietas formuladascarbohidratos afiadidos (C0), con un
5% de glucosa (GLU5) y con un 5% de almidén (ALM5).

Co GLU5S ALM5 P
Humedad 791+039 324+029% 8,03+0,12 *
Proteinas 32,48+1,081 27,33+0,286 13,70 +0,93 *
Lipidos 21,14+0,91 1994+0,28 7,42+1,78 *
Cenizas 30,85+0,f1 40,08+0,16 1533 +0,12 *
Carbohidratos 439+503 4,62+4,18 46,87 +10,3% *
CIA® 1,173+ 0,392 0,918 + 0,067 0,401 + 0,042 *
CDACH" 83,01 97,56 0,33 -
CDAPROT 96,09 97,91 95,87 -
CDALIPY 84,57 93,48 90,71 -
CDAMS? 90,52 94,44 78,55 -

CIA = Cenizas insolubles en &cido.

PCDACH= Coeficiente de digestibilidad aparente dedarbohidratos.

‘CDAPROT= Coeficiente de digestibilidad aparentdaderoteina.

dCDALIP= Coeficiente de digestibilidad aparente o lipidos.

*CDAMS= Coeficiente de digestibilidad aparente dmégeria seca.

Datos expresados como la media + D.E.; valoresaemisma linea con superindices diferentes son
significativamente diferentes (n.s.= no significat{P>0,05), *P<0,05).

La composicién nutricional de los animales se afiectada por la dieta (Tabla
5). En la glandula digestiva, el grupo alimentado a dieta GLU5 mostro porcentajes
significativamente mayores en proteinas (55,09%peeto de los alimentados la dieta
ALM5 (41,30%; P<0,05). Ademas, los animales aliradons con las dietas GLUS y
ALM5 obtuvieron valores significativamente mas sltde carbohidratos que con la
dieta CO. Tanto en el musculo como en la carcasgrapos alimentados con la dieta
GLU5 y ALM5 mostraron un porcentaje significativame menor en lipidos y mayor
en carbohidratos respecto del alimentado con léadi#&0 (P<0,05; Tabla 5). Al
comparar el animal completo, s6lo se obtuvierorerdiicias significativas en el
contenido de carbohidratos, siendo mayor en losyaes alimentados con las dietas
GLU5S (4,89%) y ALM5 (3,94%) que con la dieta C06@%) y en el contenido de
cenizas siendo menor en animales alimentados cdietia ALM5 respecto a las dietas
GLU5 y CO (P<0,05; Tabla 5).
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Tabla 5. Composicion en macronutrientes (% peso secojgidistintas fracciones del
pulpo alimentados con dietas formuladas sin cadratos afiadidos (CO0), con un 5% de
glucosa (GLU5) y con un 5% de almidén (ALM5).

Co GLU5S ALM5 P
Glandula Digestiva (n=7)
Humedad 60,57 +2,74  63,47+3,26 6254+187 . ns
Proteinas 50,68 +9,86 55,09+503 41,30+2,69 *
Lipidos 3507+11,89 29,90+4,95 37,92+998 .n.s
Ceniza 337+055 3,17+0,63 502+0,48 *
Carbohidratos 207+082 385+094 4,07+1,04 *
Musculo (n=4)
Humedad 80,13+0,43 79,64+0,68 8155+052 @ *
Proteinas 80,35+1,64 77,9 +1,49 82,16 £460 . n.s
Lipidos 1,47+055 0,19+0,14 0,18 +0,08 *
Ceniza 10,27 + 0,47 9,45+0,52 5,76 +0,28 *
Carbohidratos 216+044 431+1286 3,99+0,5% *
Carcasa (n=3)
Humedad 81,26+0,38 7955+0,97 80,27+1,37  n.s.
Proteinas 80,48+3,95 75,04+2,47 80,36+3,98 s. n.
Lipidos 0,74+0,08 0,26+0,1% 0,30+0,18 *
Ceniza 11,43+0,41 9,62+0,38  4,87+0,06 *
Carbohidratos 1,48+046 5,38+0,68  4,04+1,33 *
Animal Completo (n=3)
Humedad 80,08+0,59 7857+1,13 7899+128  n.s.
Proteinas 77,83 4,21 73,31 +2,18 75,42 + 3,51 s. n.
Lipidos 3,34+ 1,01 2,61+1,77 4,58 +1,08 n.s.
Ceniza 10,46 +0,52 8,96+0,5% 550+1,1% *
Carbohidratos 1,69+037 4,92+0,38 397+1.24 *

Datos expresados como la media + D.E.; valoresaemisma linea con superindices diferentes son
significativamente diferentes (n.s.= no signifigat{P>0,05), *P<0,05).

8.4. Discusion.

El interés de las sustitucion de proteinas pobatadratos en los piensos
destinados a la acuicultura ha sido ampliamentedegto en peces (Fernandez et al.,
2007; Arnason et al., 2009), aunque actualmenexisten datos en cefalépodos debido
al reciente desarrollo de los piensos para espesies En diferentes estudios de peces
se ha ido ajustando el porcentaje de proteinabobairatos para conseguir el maximo
ahorro de la proteina y obtener el maximo crecii¢Rao, 1987; Erfanullah et al.,

1995). Al igual que en las dietas de peces, leeprates el macronutriente mas caro en
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la dieta, por lo que es importante mantener elesodd de proteina en el valor minimo
gue soporte maximo crecimiento para reducir elecolst alimento. Por lo tanto, el

contenido de carbohidratos en la dieta deberidlestgrse en futuros estudios en el
engorde de pulpo para optimizar el rendimientcaddieta.

En el presente estudio las tres dietas formuladakferenciaron en la cantidad y
complejidad de los carbohidratos afiadidos, porue las diferencias obtenidas en las
tres dietas pueden atribuirse a los carbohidratas.tres dietas mostraron una buena
aceptabilidad, correspondiéndose las mayores talssglutas de ingesta a la dieta
ALMS5. Los valores de ingesta en peso seco obterpdos la dieta ALM5 (6,47 g/dia)
fueron similares a las obtenidas con otras dietas formato semejante (Morillo-
Velarde et al., 2012a) y mejores a las obtenidasdeetas extrusionadas (Querol et al.,
2012a, b). Este resultado podria deberse a gueeléen incrementa la viscosidad y el
proceso de gelificacion a baja temperatura (Thoetad., 1998), proporcionando a la
dieta una buena estabilidad y textura, mejorandtagmlatibidad de la dieta.

En referencia al efecto del contenido de carbalwdr de la dieta sobre el
crecimiento, se observaron valores similares emnidisiduos alimentados con la dieta
control (CO, 82:2 proteina/carbohidratos) y losnaintados con dietas enriquecidas con
carbohidratos (GLUS5, 73:10 proteina/carbohidratos;ALM5, 71:10
proteina/carbohidratos) a pesar de las mayorestagde la dieta ALM5, sugiriendo un
mejor aprovechamiento nutritivo de las dietas CRLYW5.

En nuestros resultados destaco el elevado apraneehto nutritivo de la dieta
con glucosa respecto de la dieta con almidén eaibohidratos afiadidos. Los valores
de PPV para la dieta GLU5 fueron elevados (71,88%periores respecto de los
obtenidos con dietas a base de cangrejo (28%gsdmixtas de peces y cangrejo (33%)
y peces (36%) (Garcia Garcia y Cerezo Valverde,6R08ugiriendo un buen
aprovechamiento de los carbohidratos y un ahoria geoteina del 25-30% de la dieta.
Estos resultados fueron acompafados de elevad@isi@ates de digestibilidad en la
dieta GLU5, coincidiendo con los valores obtenig@sa dietas naturales de boga,
sardina y cangrejo (Hernandez y Garcia Garcia, ;2006n et al., 2007), pero
superiores respecto de otras dietas experimen(iaisa Neves et al., 2010; Morillo-
Velarde et al., 2012a), donde usan la misma metgémlque en este trabajo. Por el
contrario, los pulpos no fueron capaces de digeainsorber bien el alimidén de la dieta

ALM5, quedando reflejado en el elevado porcentaecdrbohidratos en las heces
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(47%). O’Dor et al. (1984) observaron una digebtibd de la glucosa pura del 98% en
O. vulgaris Sin embargo, segun nuestros resultados, cuasdaulpos se alimentaron
con la dieta ALM5 se obtuvo una fuerte reducciorelecoeficiente de digestibilidad de
la materia seca (94% al 79%) y carbohidratos (9B26386), sugiriendo que el almidén
no es bien digerido por el sistema digestivoQdevulgaris En estudios anteriores se
obtuvo una mala utilizacion de los carbohidratoscedentes del guisante &
vulgaris (Morillo-Velarde et al., 2012a), lo que podia dsleea la presencia de ciertos
factores antinutricionales e inhibidores de laslasas (Carmona et al., 1991; Trago et
al., 2000) o bien a la mala digestibilidad del aém. Sin embargo, el almidon puro
utilizado en este trabajo no presenta estos factmménutricionales y la digestibilidad
ha sido muy baja, sugiriendo qQ@e vulgarisno es capaz de digerir bien el almidon de
patata en las cantidades utilizadas (5% peso dketa). Por lo tanto, el grado de
complejidad de los carbohidratos es un factor artem cuenta en el disefio de estas
dietas experimentales. En todo caso, a pesar déogueulpos tienen una limitacion
para el metabolismo de carbohidratos (Bouche-Rodd®¥3; Boucaud-Camou et al.,
1976), podemos decir que la glucosa en proporcibags en la dieta ayuda al ahorro
de proteinas.

En este trabajo el porcentaje de los carbohidraiostodos los 6érganos
analizados se vio modificado como consecuenciaaddidta suministrada. En este
estudio, aumentaron los carbohidratos de la glandigestiva, musculo, carcasa y
animal completo, como consecuencia de un aumenta igestion de carbohidratos,
observandose valores maximos de retencion de Galdieta GLUS (38%). En la dieta
ALMS5 la retencién de los CH fue menor (17%) aunguperiores respecto de la CO,
sugiriendo que a pesar de la mala digestibilidat admidon, incluso pequeiias
cantidades de carbohidratos podrian ayudar a ca@rs&mn contenido en los tejidos. El
caracter conservativo de los carbohidratos tam&géoomprobd a nivel de la glandula
digestiva y el musculo cuando los animales se aliame con una dieta mixta de
crustaceos y pescado respecto de animales queragudarante 8 dias (Morillo-
Velarde et al., 2011a).

Este trabajo demuestra gQe vulgarises capaz de almacenar carbohidratos en
sus tejidos cuando aumenta el contenido y la iag#stéstos en sus dietas, aunque los
niveles en ningun caso superan el 6% del peso Becatro lado, un 5% de glucosa en

su dieta produce un ahorro importante de la prajgior Io que un mayor conocimiento
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de la relacion carbohidratos/proteina Optima podséa utilizado para reducir
eficazmente los costes de la alimentacion y optimét rendimiento de la dieta €h

vulgaris.
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9. DISCUSION GENERAL.

9.1. Requerimientos nutritivos del pulpo derivadosiel ayuno.

Los cefalépodos presentan en su composicion calrpgenos de un 2% en peso
hamedo de lipidos, mostrando altos niveles de fipsflms, colesterol y acidos grasos
poliinsaturado, por lo que se habia atribuido a lipgddos un papel meramente
estructural (Sinanoglou y Miniadis-Meimaroglou, 8®Navarro y Villanueva, 2000,
2003). No obstante, en base a los resultados dskpie estudio, existen evidencias
sobre su utilizacion energética y su almacenamiamtola glandula digestiva. Al
exponer a los animales bajo un régimen de ayun® dkas, las concentraciones
lipidicas presentes en el tejido muscular se mamov practicamente constantes,
conservandose el predominio de los lipidos polsoése los neutros, a excepcion de los
monoglicéridos y el colesterol que aumentaron dendoprogresiva. Mientras, en la
glandula digestiva, las concentraciones de lipjmlares y monoglicéridos mostraron
un aumento con el ayuno y los contenidos de aadasos libres, ésteres de esterol y
triglicéridos tendieron a disminuir. La movilizanid@e lipidos neutros de este érgano
también ha sido demostrada en otros trabajos (Castal., 1992; Moltschaniwsky y
Johnston, 2006; Garcia-Garrido et al., 2010). Nasstesultados hacen plantearnos la
hipotesis de un transporte simultaneo de trigltm&iy colesterol durante el ayuno a
través de la hemolinfa hacia las células muscul&eviamente, Heras y Pollero (1990,
1992) describieron en pulpo la presencia de lipgnas de distinta densidad vy
composicién lipidica, que podrian actuar como medinsportador de lipidos entre
organos. No obstante, el hecho de que las concemies de monoglicéridos vy
triglicéridos sigan siendo bajas en el muasculo hpemsar que éstos serian
inmediatamente metabolizados. Esta hipétesis expdic tanto la disminucién
progresiva de los niveles de triglicéridos en Endula digestiva como la acumulacion
de colesterol en el masculo durante el ayuno, asioclos resultados obtenidos por
otros autores en cuanto al metabolismo lipidicdodecefalopodos (Semmens, 1998;
Prato et al., 2010; Moltschaniwsky y Johnston, 2@®ércia Garcia y Cerezo Valverde,
2006) y que han sido ampliamente discutidos erdaidn de ayuno, capitulo | (Véase
Fig. 1).
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GLANDULA
DIGESTIVA

=Lipidos
Polares

MUSCULO
;Queman TGy FFA
| Inmediatamente

i {No acumulan)

__________________
1 .

Figura 1. Hipotesis para la utilizacién de los lipidos dueaal ayuno er®. vulgaris.
MG: Monoglicéridos; CHO: Colesterol; FFA: Acidosagos libres; TG: Triglicéridos;
SE: Esteres de esterol (incluye Ceras); FL: Fgsftis; LP: Lipoproteinas

Desde un punto de vista bioenergético, los redodtabtenidos demuestran una
contribucién de los lipidos al metabolismo enemetieO. vulgaris Se ha estimado
una contribucion del 26% del gasto energético aide los animales durante el ayuno a
corto plazo, en su mayor parte procedente de iglicéridos de la glandula digestiva.
Por lo tanto, los resultados del presente estuddpgmen interesantes hipotesis que
deberian ser comprobadas mediante estudios debatistao lipidico. Igualmente, el
empleo de dietas formuladas y suplementadas cotintdss clases de lipidos,
especialmente fosfolipidos, triglicéridos o colesttepodria ser una herramienta eficaz
para aclarar su papel y comprobar su utilizacioperiodos de crecimiento.

En cuanto a los carbohidratos, el contenido en t&glos del pulpo es
extremadamente bajo, siendo el glucogeno el catbatbi mas abundante (O Dor et al.,
1984). Una alimentacion regular con una dieta milddecrustaceos y pescado permite
aumentar el contenido de carbohidratos en la glardigestiva (3,5 g/100g) mantener
su concentracion en el musculo (3,2 g/100g) respdetejemplares en ayuno. Cuando
los animales fueron expuestos a 8 dias de ayunonleentracion de carbohidratos se

mantuvo inalterada en la glandula digestiva y egdaada. No obstante, las glandula
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digestiva de los animales que ayunaron fue de miamoafio, lo que se tradujo en un
menor contenido de carbohidratos en este 6rgamp 2¥i Este aspecto es de especial
relevancia puesto que destaca como los cambiostamafio de la glandula digestiva
pueden llevar a conclusiones erréneas cuando epiriatan los resultados Unicamente

en base a las concentraciones de nutrientes.

O CH-Ayuno ©® CH-Alimentados
A PGD-Ayuno A PGD-Alimentados
1,0 i 45
- - 40
B 08
= 7 PGD =-1,61*dias + 33,35 - 35
T R? = 0,86; P<0,05 - 30
& 06 |95 OB
8 © . A
= 20 O
+H 041 ¥
:-E \ e
o @) .
02 Carbohidratos = -0,028*dfas + 0,42 - 10
O R’ = 0,05; P<0,05 B
0,0 T T T T T T T T 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dias

Figura 2. Contenido de CH de la glandula digestiva (g/D@imduo) y el peso de la
glandula digestiva (PGD) en ejemplaresQlevulgarisalimentados y en ayuno. Cada
punto representa el valor medio de 4 animales *BS &ntre animales alimentados y en
ayuno

En nuestro estudio, los animales que ayunaronriex@etaron un descenso de
los carbohidratos en el musculo de 0,02g/100g héstedo para ejemplares de 1 kg,
representando un aporte energético de 3 kJ/diasinsentido, se puede asumir una
contribucién de los carbohidratos del 9,9% al gastergético diario en situacion de
ayuno (8,6% y 1,3% del musculo y de la glandulaestiga, respectivamente).
Igualmente, Castro et al. (1992) observaron una @aftribucion de los carbohidratos,
inferior al 3% del total de energia movilizada parglandula digestiva esepia
officinalis durante el ayuno. Por lo tanto, aunque en prindpigulgarispresenta unas
reservas limitadas de carbohidratos, éstos poddatribuir al metabolismo energético

en situaciones concretas (captura de presas, da ldg depredadores o en periodos de
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inanicién), por lo que no deberian menospreciansel €ontexto de sus requerimientos
nutritivos ni en la formulacion futura de dietasgaefalépodos.

En base a la contribucién energética de los Ifpidims carbohidratos durante el
ayuno, y la estimacion del gasto energético panatenar el metabolismo de rutina en
ejemplares de pulpo de 1 kg a 18°C (34 kJ/dia;zZ0evalverde y Garcia Garcia, 2004),
se puede asumir una distribucién del aporte degéneegun el esquema de la Figura 3.
Al respecto, las proteinas deberian proporcionandsgor parte de la energia para el
mantenimiento de las funciones vitales de los aleisn@&n concordancia por lo
propuesto por otros autores (Suyama y KobayaskiQ;1%haverim et al., 1984. Lee,
1994).

9,9%

26,0%

@ Carbohidratos
M Lipidos
O Proteinas

64,1%

Figura 3. Contribucion estimada de los carbohidratos, pragein lipidos al gasto
energético diario e®. vulgaris

9.2. Aceptabilidad de nuevos ingredientes para Igaensos.

Una dificultad importante a considerar para ld@facion de dietas destinadas al
engorde d®©. vulgarises su aceptacion. A diferencia de lo que ocurrel@® peces, el
pienso tiene que ser “atractivo” y de un formatoopfado para qué®. vulgarislo
acepte y lo pueda manipular e ingerir. Por elle, riecesario conocer en experimentos
preliminares que ingredientes son mejor aceptados @. vulgaris antes de
incorporarlos a las dietas. En esta tesis se ppabH? ingredientes de distinto origen
(animal, vegetal) y formato (harinas, liofilizadgsen polvo) para formular 19 dietas
Gnicamente distintas en el ingrediente de pruel@do)3 aglomerados con gelatina

(20%) y agua destilada (50%). Gracias a la gelatidas las dietas tuvieron una textura

144



Discusion General

firme, antes y después de sumergirlas en aguavsilencias de desintegracion al ser
manipuladas por los pulpos. Esto demostré la gstab#idad de las dietas que
contienen gelatina haciéndolas mas aceptabledqsapalpos.

En general, las harinas vegetales se caractemizamouna baja aceptabilidad y
tasas de crecimiento, siendo el gluten de triggue ofrecid mejores resultados. De
igual forma ocurrié con las harinas animales, apds contener mayor contenido en
proteinas. Otros autores han utilizado harinasiféeetite origen para la elaboracion de
dietas para pulpos obteniendo también malos relmdtde aceptabilidad (Garcia et al.,
2010; Estefanell et al.,, 2011a). Los ingredieniefilitados, sin embargo, mostraron
una buena aceptabilidad én vulgaris destacando el guisante y el pescado (alacha y
boga), debido probablemente a que los liofilizactmsservan practicamente intactas sus
propiedades nutritivas y estructura molecular, yee @l agua se les extrae sin
tratamiento térmico, pasando directamente de la tasgelada o solida al estado
gaseoso. El resultado mas sorprendente fue obteoilda yema de huevo en polvo,
con un alto grado de aceptaciéon (6,1 g SS/dia)pacedo con los valores estimados
para la dieta natural mas adecuada desde el pentisth econdmico, segun Garcia
Garcia y Cerezo Valverde (2006) (Fig. 4).
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O 1C3B O Ingrediente

TAA (gSS/dia)

L0l

3l
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Figura 4: Valor medio de la Tasa de Alimentacion Absolutaestancia seca (gSS/dia)
de las dietas testadas y estimacion de una diateahdeC. mediterranuy B. boopsen
una proporcionl:3 (1C3B) en condiciones experimentales similagegun Garcia
Garcia y Cerezo Valverde (2006). HA: Harina de aridAV: Harina de avena; HG:
Harina de garbanzo; HGA: Harina de garrofin; HGlariHa de Gluten; HM: Harina de
maiz; HS: Harina de soja; HT: Harina de trigo; H&rina deC. mediterranusHP:
Harina de pescado; LA: Liofilizado d& auritg LBC: Liofilizado deB. boopsdescarte;
LBS: Liofilizado deB. boopssalvaje; LG: Liofilizado de guisante; LM: Liofilado de
Mytilus galloprovincialis LS: Liofilizado de sangre de pollo; PCH: Claraldeevo en
polvo; PEH: Huevo entero en polvo; PYH: Yema deviouen polvo.

Los resultados de este trabajo sugieren que fut@wstudios con dietas
artificiales paraO. vulgaris podrian contener una base de yema de huevo ep, polv
liofiizados de pescado y gelatina como aglomeraetgire otros. Ademas, estos
ingredientes podrian ayudar a incrementar la abidoid de las dietas y el crecimiento
de O. vulgaris,asi como a ingerir otros ingredientes que, aisladeesentan una mala

aceptabilidad y que nutricionalmente pueden seyaguos.
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9.3. Desarrollo de piensos formulados y requerimié¢as nutritivos.

Las primeras dos dietas formuladas exclusivame@se de ingredientes secos
o liofilizados para la alimentacion d& vulgarisfueron probadas en este estudias
dietas se diferenciaron unicamente en el ingreelidet prueba, una contenia pota y la
otra guisante. Ambas mostraron una buena acepladbiliaunque sélo la dieta que
empled pota como ingrediente principal ofrecié werb crecimiento y digestibilidad.
Ademas, destacO por su elevado aprovechamientdtivautrespecto de otras dietas
experimentales (Cerezo Valverde et al., 2008; @uantet al., 2008; Garcia et al., 2010;
Estefanell et al., 2011a) y naturales (Aguado-Geaén Garcia Garcia, 2002; Garcia
Garcia y Aguado-Giménez, 2002) con indices de @ficalimentaria cerca del 100%

(Fig. 5) y sugiriendo un buen balance nutricional.

100

Dieta P

80

60

40 -

IEA (%)

Sardina” Cangrejo”
Dieta G

Boga y Langosting con Alginat6
Boga descarte ¢dn Alginatd

Rasta de Calamar con|Gelatina®

20

Pasta de Calamar y Pesg¢ado ct
Alginato’

i

-20

Dietas Testadas

Figura 5. indice de eficacia alimentaria (%) de las dietasiiladas que contenian pota
(Dieta P) o guisante (Dieta G), de dietas natur@¢ey b) vy ex%(;rimentales (c-f)
aceptadas paD. vulgaris.’Aguado-Giménez y Garcia Garcia, 200@arcia Garcia y
Aguado-Giménez, 2002°Cerezo Valverde el al., 2008Estefanell et al., 2011;
®Quintana et al., 2008Garcia et al., 2010.

Sin embargo, cuando los pulpos se alimentaron laodieta que contenia
guisante, se obtuvo una fuerte reduccion en elaiepfe de digestibilidad de la materia

seca (73,8%), sugiriendo en primera instancia gsefdctores antinutricionales que

147



Discusion General

presenta el guisante podrian haber afectado anlEma&s digestivas d©. vulgaris

Ademas, los carbohidratos incluidos en el guisaatemayoritariamente almidones y el
grado de complejidad de los carbohidratos tambigdrip ser un factor a tener en
cuenta en el disefio de estas dietas experimenttesteriormente, la inclusion de
almidon en un trabajo de esta Tesis corrobord gteedisminucion en la digestibilidad
se podia atribuir a la disminucion de la capacidaddigestion de carbohidratos

complejos (Ver Fig. 6).

M Dieta G ODieta P BAO EA10 OA20 OCO @GLUS OALMS
100 —

80 -

60

40

20

O |
CDALIP CDAPROT CDAMS CDACH

Figura 6. Comparacion de los coeficientes de digestibilidpdrentes de los lipidos
(CDALIP), proteinas (CDAPROT), materia seca (CDAMS}arbohidratos (CDACH)
obtenidos para las dietas formuladas en este trabafilizado de guisante (Dieta G) y
pota (Dieta P), sin aceite afiadido (AO), con un(AQ0) y con 20% (A20), y sin
carbohidratos afadidos (C0), con un 5% de glucGs&b) y con un 5% de Almiddén
(ALM5).

En este trabajo hay que destacar que, cuandmio®slas fueron alimentados
con la dieta que contenia pota, el porcentajeitipide la glandula digestiva (35,0%)
fue mucho mayor que en los animales alimentadosdieta que contenia guisante

(5,5%), sugiriendo un peor balance nutricional € éltima y una mayor contribucion
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de los lipidos al metabolismo energético. Los tadals del presente estudio dan un
gran paso en las investigaciones para conseguidieta formulada par®. vulgaris
con fines comerciales, usando una base similaom@hdto propuesto para obtener
piensos secos con mayor aceptabilidad y estabilidad

En cuanto a los requerimientos lipidicosQlevulgarisexiste poca bibliografia
(Garcia Garcia y Aguado-Giménez, 2002; Garcia @ar€ierezo Valverde et al., 2006;
Estefanell et al., 2011a, b; Cerezo Valverde e8éll2c), pero los pocos datos que hay
parecen confirmar la existencia de un rango opgmel contenido lipidico de la dieta.
En este trabajo se ha obtenido una aproximacioa k& dasa absoluta de ingesta de
lipidos y el porcentaje de grasa en la dieta. Lgam#asa absoluta de ingesta y de
crecimiento se correspondio con la dieta que nvallia aceites afiadidos (13,8% lipidos
SS) siendo menor para las dietas que conteniaPo2838,6% lipidos SS. Al comparar
nuestros datos con los de otras dietas formulaBatefénell et al., 2011; Cerezo
Valverde et al., 2012c) comprobamos que, aunqu@dosentajes de grasa de la dieta
varien, las tasas de alimentacién absolutas ddolpfinales donde se obtienen los
mejores resultados estan comprendidas entre 1 yg/tlja, correspondiéndose con
porcentajes del 13-27% lipidos SS en dietas fordagaTeniendo en cuenta nuestros
coeficientes de digestibilidad de los lipidos y #lesotros autores (Hernandez y Garcia
Garcia, 2004; Mazon et al., 2007; Sanchez et @092Seica Neves et al., 2010), los
mejores resultados se obtienen con una dieta eht2el4% de grasa SS, ya que si
aumentamos este porcentaje el coeficiente de thgelstd de los lipidos disminuye
drasticamente (Fig. 6 y 7), y el de la materia d&ja del 90%, provocando la pérdida
de gran cantidad de nutrientes por las heces. Hstdtados coinciden con los
derivados del crecimiento observado en este estddidonde se deduce que las dietas
experimentales deberian contener entre el 13-14do§ SS como maximo. En
cualquier caso, se sugiere la necesidad de termregna tanto el grado de aceptabilidad
como la distinta composicion lipidica de la diegagofijar los porcentajes de grasa.
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Figura 7. Coeficientes de digestibilidad aparente de laadi€CDALIP%) en funcién
del porcentaje de grasa de la dieta (%SS) pamidtiatas dietas formuladas; sin aceite
(A0), con un 10% (A10) y con un 20% (A20) y otrastas experimentales: (a) Seica
Neves et al., 2010, (b) Sanchez et al., 2009 (gdvieet al., 2007, (d) Hernandez y
Garcia Garcia, 2004.

Esto es debido a que conforme aument6 el contetd@rasa en la dieta
disminuyé el coeficiente de digestibilidad, excashente para el caso de los lipidos
neutros, llegando incluso a ser nula o inclusovalares negativos en monoglicéridos y
acidos grasos libres (Fig. 8 y 9). Esta nula digiéisiad sugiere que la mayor parte de
los triglicéridos de la dieta se habrian desdoblaao acidos grasos libres y
monoglicéridos, resultando su contenido en lassheaperior al ingerido en las dietas.
Por el contrario, los coeficientes de digestibiidke los lipidos polares fueron elevados
(Fig. 8 y 9), pudiéndose atribuir a que los fogfialds en la dieta podrian mejorar la
emulsion lipidica e incrementar la eficacia desp@te de los acidos grasos vy lipidos
del intestino al resto del organismo @n vulgaris (Craig y Gatlin, 1997; Kasper y
Brown, 2003; Tocher et al.,, 2008). De acuerdo ctnesotrabajos en cefalépodos
(Ballantyne et al., 1981; O'Dor et al., 1984; L&894) éstos resultados apuntan a que
los pulpos tienen una capacidad limitada paradadtion y catabolizacion de lipidos,
pero especialmente, segun nuestros resultados, gbazaso de los lipidos neutros.
También, hay que destacar que conforme aumentdrposcentaje de grasa en la dieta
los lipidos polares permanecieron practicamentestaates, por lo que quizas, si
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aumentaramos la concentracion de estas clasegdipithmbién podriamos encontrar
una capacidad limitada para su digestion y catadaibn por parte d®. vulgaris(Fig.
9).
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Figura 8. Coeficientes de digestibilidad aparente (CDA)atelipidos polares totales
(LPT) y los lipidos neutros totales (LNT) en funtide su contenido en la dieta (%SS)
para las dietas formuladas sin aceite (AO), coh@%s (A10) y con un 20% (A20).
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Figura 9. Coeficientes de digestibilidad aparente (CDA)daacipales clases lipidicas
en funcidn de su contenido en la dieta (%SS) @ardietas formuladas sin aceite (A0),
con un 10% (A10) y con un 20% (A20). PC: Fosfatdiha, PE:

Fosfatidiletanolamina; CHO: Colesterol; TG: Triglidos; SE/WE: Esteroles de

colesterol y Ceras.
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Una mayor ingesta de lipidos por parteQlevulgarisprovoca un aumento de
los porcentajes de los lipidos neutros en la carcasincipalmente debido a la
acumulacion de colesterol, acidos grasos libregljceéridos, y una disminucion de los
lipidos polares. Estos resultados concuerdan ctos addotenidos en un trabajo de esta
tesis (Morillo-Velarde et al.,, 2012b), donde seistggun transporte simultaneo de
triglicéridos y colesterol de la glandula digestiharia las células musculares durante el
ayuno. El mayor contenido de grasa en la dieta itmmQuedé reflejado en el alto
porcentaje de grasa en la glandula digestiva deugms, principalmente triglicéridos,
resaltando el uso de este 6rgano como almacépidediy energia (Sieiro et al., 2006;
Cerezo Valverde et al., 2012c).

Otro aspecto abordado en este estudio ha sidapell ple los carbohidratos en
las dietas formuladas para el pulpo. Desde un pdataista econémico, la proteina, al
igual que en peces (Fernandez et al., 2007; Arnasah, 2009), es el macronutriente
mas caro en la dieta, por lo que es importanteenantsu contenido en el valor minimo
gue soporte el maximo crecimiento @n vulgaris para reducir el coste del alimento.
Para ello, en este trabajo se elaboraron tressddifarenciadas en la cantidad y
complejidad de los carbohidratos afadidos, con 4nde carbohidratos, un 5% de
glucosa o un 5% de almiddén. Las mayores tasaswhsalle ingesta correspondieron
con la dieta que contenia almidén (6,47 g sustasexa/dia), debido probablemente a
que el almidon incrementa la viscosidad y el proogs gelificacion (Thomas et al.,
1998), proporcionando a la dieta una buena eglabilly textura, mejorando asi la
palatabilidad de la dieta. Sin embargo, cuandoustitgyé glucosa por almidon, se
obtuvo una fuerte reduccién en el coeficiente gestibilidad de la materia seca (94%
al 79%) y carbohidratos (98% al 0,3%). En un trabaijevio de esta misma tesis
(Morillo-Velarde et al., 2011a) se dedujo una matdizacion de los carbohidratos
procedentes del guisante, atribuido a la presedeidactores antinutricionales, sin
embargo, el hecho de que el almidon puro no losepte y que la digestibilidad haya
sido también muy baja indica la incapacidaddevulgarisde digerir para almidon de
la dieta.

Por otro lado, la dieta que contenia glucosa déstpor su elevado
aprovechamiento nutritivo, con un valor productide la proteina (PPV del 72%)
superior incluso al de dietas naturales (Garciai@ar Cerezo Valverde, 2006), y por

sus elevados coeficientes de digestibilidad, sapsi respecto de otras dietas
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experimentales (Seica Neves et al., 2010). Ensestiédo, a pesar de que se ha descrito
una limitacién en el metabolismo de carbohidratesOd vulgaris (Bouche-Rodoni,
1973; Boucaud-Camou et al., 1976), podemos dear lguglucosa en proporciones
bajas en la dieta (5% del peso de la dieta) ayldharo de proteinas hasta en un 25%
respecto de una dieta similar sin carbohidratodidba.

En este estudio, aumentaron los porcentajes teltdratos en todos los tejidos
analizados er®. vulgariscomo consecuencia de una mayor ingesta de carbtodsdr
observandose valores maximos de retencion de ddratds en los individuos
alimentados con la dieta que contenia glucosao@o taso, las bajas concentraciones
alcanzadas en los tejidos hacen suponer que estommediatamente metabolizados
después de la ingesta, tal y como propuso antezitenO’Dor et al. (1984). La
capacidad de almacenar carbohidratos también lafebservado en un trabajo de esta
tesis (Morillo-Velarde et al., 2011a) cuando losnales fueros alimentados con una
dieta mixta de pescado y cangrejo, tanto a niveladglandula digestiva como del
musculo.

Este estudio también contribuye a un mayor conecito de la relacion
carbohidratos/proteina Optima que podria ser atbz para reducir eficazmente los
costes de la alimentacién y optimizar el rendinoa la dieta e®. vulgaris.Autores
como Lee (1994) comentaron que no tenia sentiddeamfa realcion P/E en dietas
para cefalépodos debido al uso conjunto de lasjmas para energia y crecimiento, y
que deberia prestarse mas atencion al balanceiagooge aminoacidos. No obstante,
resultados de este estudio han comprobadoQquelgaris es capaz de usar lipidos y
carbohidratos como fuente de energia siendo laxiéelaP/E puede ser una buena
herramienta para establecer las necesidades vadriiptimas de crecimiento y la
rentabilidad de la dieta.

A lo largo de este trabajo se han desarrolladoetas formuladas a base de
ingredientes secos Yy liofilizados con resultadosy npppometedores. En cuanto al
crecimiento, los mejores resultados se obtuviemmlas dietas que contenia almidén
(ALM5), glucosa (GLU5S) o pota (Dieta P), con tasi@screcimiento de 11,2 g/dia, 9,4
g/dia y 9,6 g/dia, respectivamente (Fig. 10).68bargo, la dieta que contenia glucosa

fue la que mostré mejor indice de conversion, sieexile menor de 1 (Fig. 10).
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Figura 10: Valor medio de la Tasa de Crecimiento AbsolutaAY€n g/dia y el indice

de Conversion (IC) de las dietas testadas en esb@jod con liofilizado de guisante
(Dieta G) y pota (Dieta P), sin aceite afiadido (A@n un 10% (A10) y con 20%
(A20), y sin carbohidratos afiadidos (C0), con und€/glucosa (GLU5) y con un 5%
de almidén (ALMS).

Finalmente, un aspecto importante seria la discinude residuos generados en
las granjas de pulpo al sustituir las dietas niarpor pienso. Los residuos generados
en las instalaciones para el engorde de pulpo gmewi, principalmente, de la porcion
de alimento no ingerido, siendo la principal fuedéeN y P liberada al medio. Entre
ellos se puede incluir caparazones de crustacemstys de espinas y cabezas de
pescado. La ventaja de las dietas elaboradasetr&sajo es que el 100% de la dieta es
comestible por lo que se evitarian los residuosequentes de la parte no comestible
(Mazén et al., 2007). También, el N y P procederadaorcién del alimento ingerido,
liberados al medio principalmente por la excregi@an forma particulada (heces). Con
dietas naturales de boga y cangrejo se excreta6dn ¥ 62% del N ingerido,
respectivamente (Mazoz et al., 2007), mientras coe la dieta que mejores resultados
se han obtenido en esta tesis (GLU5) solo se liner29% de N, incluyendo ademas el
N perdido en heces. Por tanto, se puede reducirdaasn 30% los residuos de N
liberados por excrecién al usar dietas formula@ssos resultados también sugieren
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que la glucosa de la dieta GLU5 es usada comodunenergia, por lo q@ vulgaris
puede destinar mayor porcentaje de proteinas paceesimiento (71%) que al ingerir
boga (32%) o cangrejo (37%) (Mazén et al., 2007).

Los trabajos que componen esta tesis han aportaeeos conocimientos en
relacion a los requerimientos nutricionales delpputle roca @. vulgarig y esta

informacion puede ser Util para el desarrollo daraas dietas para su engorde.
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10. Conclusiones

Capitulo I: Variacion en la composicion lipidica durante el aya a corto plazo en

distintos tejidos del pulpo comun (Octopus vulgaris

-La composicion en lipidos polares del musculo mstnd variaciones a lo largo
de un periodo de 8 dias de ayuno. Si se detecadimento en lipidos neutros como los

monoglicéridos y el colesterol.

-El pulpo de roca moviliz6 un promedio de 0,23gylipidos por dia de ayuno,
principalmente acidos grasos libres, ésteres amodst triglicéridos procedentes de la

glandula digestiva.

-Los lipidos contribuyeron con un 26% al gastorgégco diario durante el
ayuno en el pulpo de roca.

Capitulo 1I: Contribucidon energética de los carbohidratos duranel ayuno en el

pulpo comun (Octopus vulgaris).

-Los pulpos alimentados con dieta mixta de cangyepescado almacenaron
bajas concentraciones de carbohidratos en la gplaagkndula digestiva y el musculo,

con valores comprendidos entre 2,2 g y 3,5 g/1@0pgeso seco.
-El contenido de carbohidratos disminuye en landjda digestiva y en el
musculo del pulpo a partir del cuarto dia de ayn@specto de animales alimentados. En

la gbnada permanecen inalterados.

-Los carbohidratos de la glandula digestiva y déscalo contribuyeron con un

1,3% y 8,6%, respectivamente, al gasto energétarmdiel pulpo durante el ayuno.

Capitulo Ill: Formato sencillo de pienso para comprobar la acdptidad de

ingredientes en el pulpo comui©ctopus vulgaris).
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-Los piensos elaborados con harinas vegetalesnoabkas mostraron una baja

aceptabilidad en el pulpo, independientemente d®syposicién nutricional.

-Los piensos elaborados con liofilizados de pescathcha o boga) y la yema
de huevo en polvo ofrecieron los mejores resultados tasas de alimentacion y

crecimiento similares a las obtenidas para dietaigrales a base de pescado.

Capitulo IV: Crecimiento y digestibilidad de dietas formulada$ase de ingredientes

secos Yy liofilizados en el pulpo comun (Octopusgaris)

-Las dietas artificiales semihimedas basadas enmeecla de ingredientes
secos o liofilizados, que emplearon pota como oligrde principal, mostraron buenas
tasas de alimentacion, crecimiento, aprovechamiemitritivo y digestibilidad,

igualando o superando las dietas naturales a legsestado.

-La sustituciéon de pota por guisante como ingradigrincipal generd peor
crecimiento, indice de conversion y una fuerte cemun en el coeficiente de
digestibilidad de la materia seca, atribuido adg@mhligestibilidad del almidon de este
ingrediente.

-La composicion nutricional del masculo del putfmroca no se vio modificada
con las dietas que contenian pota o guisante,sbamgo, el porcentaje lipidico fue
mucho mayor en la glandula digestiva de animalémeatados con la dieta que

contenia pota (35%) respecto de la de guisante. (5%)

Capitulo V:Requerimientos lipidicos de pulpo comun (Octopudgauis) obtenidos a

partir de dietas formuladas con distinto conteniéa aceite de pescado.

-Las dietas formuladas con contenidos lipidicotreel 13,8 y 38,8% en
sustancia seca fueron aceptadas por el pulpo, alaquayor tasa absoluta de ingesta,
crecimiento y eficacia alimentaria se observo @diéta sin adicion de aceite y menor

contenido lipidico.
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Conclusiones

-Un aumento en el porcentaje de aceite de la gretdujo una disminucion en
los coeficientes de digestibilidad de la materieasg de los lipidos, principalmente
atribuido a la pérdida de lipidos neutros por lesels. Los lipidos polares presentaron

una digestibilidad superior al 83% en todas latadie

-El distinto contenido lipidico de las dietas rfec& a la digestibilidad de la

proteina, que se mantuvo por encima del 95% ers telths.

-Se sugieren tasas optimas de ingesta de lipiai@sg pulpcen torno a 1 g al
dia, con porcentajes apropiados de grasa paras dmtauladas entre el 13-14% en
sustancia seca, aunque estos porcentajes puedan emrfuturos estudios segun las

proporciones de lipidos polares y neutros de leadie

-El uso de aceite de higado de bacalao como fudmtéipidos en la dieta
modificé el perfil de las clases lipidicas del pylprovocando en la carcasa un aumento
en la proporcién de lipidos neutros, principalmectéesterol, acidos grasos libres y
triglicéridos, y una disminucion en los lipidos @@s. En la glandula digestiva generé

un aumento en triglicéridos y una disminucion galtis polares.

Capitulo VI Utilizacion eficaz de la glucosa frente al almid@n dietas formuladas

semihumedas para el pulpo comun (Octopus vulgaris).

-El pulpo de rocas capaz de incrementar el contenido de carbobgleat el
musculo y en la glandula digestiva cuando aumeniadesta de carbohidratos en su

dieta.

-Las tasas de crecimiento fueron similares pataslisin carbohidratos afiadidos
(10,1 g/dia) en comparacién con dietas con un 5%luesa (9,4 g/dia) o un 5% de
almidon (11,2 g/dia).

- La dieta mejor aceptada incluia almidén al 5tsmcme los mejores indices de

aprovechamiento nutritivo se observaron en la dietaglucosa al 5%, destacando un

PPV del 72% e indices de conversion inferiores a 1.
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Conclusiones

-La digestibilidad de la proteina y la grasa fimilar en las dietas con y sin
carbohidratos afiadidos (96-98 % y 85-94%, respeatidnte).

-La digestibilidad de los carbohidratos fue mayoara las dietas sin
carbohidratos afadidos (84%) y con glucosa al 5%80)9respecto de la dieta con

almidon al 5%, con valores proximos a 0.

-Un 5% de glucosa en la dieta produce un increm@eit@5% en la retencion de

proteina destinada al crecimiento en el pulpo da.ro
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Anexo 1: Recetas de pulpo.

Pulpo con chirlas y setas.

Ingredientes para 4 personas:

- Un pulpo de 1 kg aproximadamente
- 200 g de chirlas

- 3 diente de ajo

- 1 cebolla

- 100g de setas de cardo

- aceite de oliva virgen extra

- 2 hojas de laurel,

- 1 cucharadita de pimentén picante,
- 1/2 vaso de vino blanco

- sal

Elaboracion:
Limpiar y lavar el pulpo.

Poner una olla con agua, sal y las hojas de laurel a fuego fuerte, cuando rompa a
hervir sumergir el pulpo, esperar a que vuelva a hervir fuerte y sacar el pulpo.
Repetir este procedimiento tres o cuatro veces para evitar que la piel del pulpo se
rompa. Cocer el pulpo durante 50-60 minutos aproximadamente (hasta que lo
pinchemos con un palillo y esté blando) sacar y trocear.

En una cacerola con un chorro de aceite de oliva, pochar el ajo picado, después la
cebolla picada y seguidamente las setas limpias y troceadas. Por ultimo anadir las
almejas, cuando se abran incorporar el pimenton y la sal. Afiadir el vino blanco
antes de que se queme el pimentdény dejar reducir a fuego lento.

A continuacién poner el pulpo troceado y un vaso del agua de la coccion del
mismo, dejar reducir durante 5 minutos.
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Crema de borreta con pulpo.
Ingredientes para 4 personas:

- Un pulpo de 1 kg aproximadamente
- 4 huevos

- 400 g de espinacas frescas

- 6 patatas rojas medianas

- 1 cebolla

- 1 cucharadita de pimentén

- aceite de oliva virgen extra

- 1 cucharada de margarina

- 1 cucharada de pifiones

- sal

Elaboracion:
Limpiar y lavar el pulpo.

Poner una olla con agua y sal a fuego fuerte, cuando rompa a hervir sumergir el
pulpo, esperar a que vuelva a hervir fuerte y sacar el pulpo. Repetir este
procedimiento tres o cuatro veces para evitar que la piel del pulpo se rompa. Cocer
el pulpo durante 50-60 minutos aproximadamente (hasta que lo pinchemos con un
palillo y esté blando). Sacar el pulpo y separar las patas enteras de la cabeza.

Dorar los pifiones con aceite de oliva a fuego muy lento, retirar los pifiones,
escurrirlos el aceite y dejarlos enfriar.

Escalfar los huevos y reservar.

Limpiar las espinacas, pelar y partir las patatas y la cebolla en cuatro trozos. Poner
en una olla % partes del agua de coccion del pulpo y Y4 parte de agua, introducir las
patatas, la cebolla y las espinacas y cuando empiece a hervir, anadir el pimenton, la
sal y el aceite utilizado previamente para dorar los pinones. Cocer a fuego lento
durante 30 minutos. Después con la ayuda de una espumadera retirar las patatas,
cebolla y espinacas, colocarlas en un recipiente junto a la margarina y con la ayuda
de la batidora triturar los ingredientes, afiadiendo agua de coccion o leche (segin
gusto) hasta conseguir una crema suave.

Montar el plato: en un plato hondo colocar la crema, sobre ella el huevo escalfado,
el pulpo y los pifiones.
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