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RESUMEN

RESUMEN

El pulpo comun (Octopus vulgaris) es una especie marina con un
gran potencial para la comercializacion debido a su calidad nutritiva,
su gran apreciacion por el publico y su alto valor econémico. Sin
embargo la ausencia de una produccion a escala industrial esta
limitada por la viabilidad de las larvas y la ausencia de un alimento
artificial adecuado.

Con el fin de encontrar un pienso extrusionado para la alimentacién
del pulpo, se llevaron a cabo las diferentes pruebas que engloban la
presente tesis doctoral.

Tras la realizacibn de diversos ensayos de aclimatacién en un
sistema de recirculacion, se realizaron las pruebas de aceptacion y
engorde en laboratorios con sistemas abiertos.

Se llevaron a cabo dos pruebas de aceptacion de piensos
extrusionados de composicién sencilla, donde se observé como la
mezcla de gelatina y maltodextrina proporcionaba al pienso las
condiciones fisicas necesarias para la manipulacién del alimento, asi
como que el uso de la yema de huevo potenciaba la aceptacion e
ingesta de los mismos. Se probaron fuentes proteicas como la harina
de pescado y la harina de krill, tanto de manera individual como
conjunta, observandose los mejores resultados de aceptacion y de
tasa especifica de crecimiento (TEC = 0,66 %/dia), cuando ambas
fuentes proteicas se presentaban conjuntamente en el pienso.

Tras los ensayos de aceptacion se realizaron tres pruebas de
engorde, intentando mejorar con éstos los resultados de crecimiento.
En primer lugar, se evalud la inclusion de harina de pescado y harina
de krill en diferentes proporciones, obteniendo que un pienso con el
triple de pescado que de krill, presenta mejores tasas de
alimentacion absoluta y por ende mejores crecimientos (TAA = 9,15
g/dia, TEC = 0,63 %/dia). Se observé como un nivel del 20 % de
maltodextrina en la formulacion de la dieta, proporcionaba un exceso
de carbohidratos que podrian estar interfiriendo en el metabolismo de
los pulpos, limitando su crecimiento.

Posteriormente, se evalud la inclusion de la harina de calamar en los
piensos extrusionados, por sus altos niveles en arginina, el
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amino&cido mas limitante para el pulpo. Si bien el uso de calamar
produjo tasas de crecimiento considerables (TEC = 0,69 %/dia) con
ambos piensos, también se observé un mayor engrasamiento de la
glandula digestiva del pulpo, debido posiblemente a una peor
utilizacion de los nutrientes

Dado el alto nivel de grasa que presenta la yema de huevo y con los
resultados obtenidos en la prueba anterior, se realiz6 un ultimo
ensayo, reduciendo el contenido de yema de huevo, de un 30 % a un
10 y un 20 %. Un 10 % fue insuficiente para lograr una ingesta
adecuada, y con un 20 % los crecimientos fueron menores que en
pruebas anteriores (TEC = 0,39 %/dia), sin embargo el
engrasamiento de la glandula digestiva fue menor.

Con todo ello, en la presente tesis se establecen las bases para una
futura formulacion de piensos secos para pulpos, donde la gelatina,
la maltodextrina y la yema de huevo tendran un papel fundamental, y
las fuentes proteicas como la harina de pescado, krill y calamar (o
otras), deberdn combinarse para lograr mayores ingestas Yy
crecimientos.
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RESUM

El polp comu (Octopus vulgaris) és una especie marina amb un gran
potencial per a la comercialitzacié debut al seua calitat nutritiva, la
gran apreciacio per el public i el seu alt valor economic. No obstant la
abséncia d"una producci6 industrial de dita espécie, esta limitada per
la viabilitat de les larves, i la abséncia d"un aliment artificial adequat.

Per tal d"aprofundir en el desenvolupament d'un pinso extrusionat
per a la alimentacio del polp, es van dur a terme les diferents proves
que engloben la present tesi doctoral.

Després de la realitzacid de diversos assajos d aclimatacié en un
sistema de recirculacid, es va decidir realitzar les proves
d"acceptacid i engreixament en laboratoris amb sistemes oberts.

Es van fer dos proves d'acceptacié de pinsos extrusionats de
composicio senzilla, on es va observar com la mescla de gelatina i
maltodextrina proporcionava al pinso les condicions fisiques
necessaries per a la correctamanipulacié de I"aliment del polp, aixi
com que I"as del rovell d"ou potenciava |"acceptacio i la ingesta dels
mateixos.

Es van provar fonts proteigues com la farina de peix i la farina de Kiril,
tant de manera individual com conjunta, observant els millors
resultats d"acceptacio i de taxa especifica de creixement (TEC = 0,66
%l/dia) quan ambdues fonts proteiques es presentaven conjuntament
en el pinso.

Després dels assajos d’acceptaci6 es realitzaren tres proves
d’engreixament, ftractant de millorar amb estos resultats de
creixement. En primer lloc es va avaluar la inclusio de farina de peix i
farina de kril en diferents proporcions, obtenint que un pinso amb el
triple de peix que de kril, presenta millors taxes dalimentacio
absoluta i per tant millors creixements (TAA = 9,15 g/dia, TEC = 0,63
%l/dia). Es va vore com un nivel del 20 % de maltodextrina en la
formulacio de la dieta, va proporcionar un excés de carbohidrats que
haurien interferit en el metabolisme dels polps, limitant el seu
creixement.
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Posteriorment es va avaluar la inclusio de la farina de calamar en els
pinsos extrusionats, degut en gran mesura als seus alts nivells en
arginina, el qual és un aminoacid essencial per al polp. Si be I"Us del
calamar produeix taxes de creixement considerables (TEC = 0,69
%/dia) amb tots dos pinsos, també va ocasionar un major
engreixament de la glandula digestiva del polp, podent ocasionar una
pitjor assimilacio dels nutrients.

Donat I"alt nivell de greix que presenta el rovell d"ou, es va realitzar
una altima prova, reduint el contingut de rovell d ou, s'un 30% a un
10 i un 20%. Un 10% va ser insuficient per a aconseguir una ingesta
adequada, i que amb un 20% els creixements sGn menors que en
proves anteriors (TEC = 0,39 %/dia) perd també ho va ser el
engreixament de la gandula digestiva.

Amb tot ago, s’estableixen les bases per a una futura formulacio de
pinsos secs per a polps, on la gelatina, la maltodextrina i el rovell
d ou tindran un paper fonamental, i les fonts proteiques com la farina
de peix, kril i calamar (o unes altres), hauran de conjugar-se per a
aconseguir majors ingestes i creixements.
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SUMMARY

The common octopus (Octopus vulgaris) is a marine species with
high marketing potential due to its nutritional value, great public
appreciation and high economic value. This potential largely stems
from the lack of current industrial production, due to the reduced
viability of the larvae and the absence of suitable large-scale artificial
feed.

The different tests performed in this thesis aim to investigate in the
development of extruded feed for octopus.

After performing various tests of acclimatization in recirculation
systems, several acceptance and growth tests were carried out in
open systems.

In two acceptance tests on extruded diets with simple composition,
we assessed that the mixture of gelatin and maltodextrin provided
with necessary physical conditions the octopus nutrition, while the
use of egg yolk enhanced acceptance and intake thereof. Several
protein sources were investigated, including fish and krill meal. We
found out that the best acceptance results and specific growth rates
(TEC = 0.66 % / day) were obtained when both protein sources were
present in the feed.

Following the acceptance experiments, several tests were performed
with the aim to optimize growth outcomes. First, the inclusion of fish
and krill meal in different proportions was evaluated. Diets with a 3:1
fish/ krill meal ratios resulted in better absolute feed rates of therefore
higher growths ( 3FMK , TAA=9, 15g/day, TEC =0.63 % / day ) .
A percentage of 20 % of maltodextrin in diet provided an excess of
carbohydrates that might be interfering with the metabolism of
octopuses, limiting their growth.

Then the inclusion of squid meal in extruded diets was evaluated,
motivated by its high levels of arginine, which is an essential amino
acid for octopus. Even though the use of squid produced
considerable growth rates (TEC = 0.69 % / day ), it also caused
greater fattening of the digestive gland, which can ultimately causes
worse nutrients assimilation.
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Taking into account the high fat levels in egg yolk, a last test was
conducted to evaluate lower egg yolk percentages (30%, 20% and 10
%) As expected, we observed that 10% is insufficient for attaining
adequate intakes, while 20% still promotes lower growths than
reported previously, but simultaneous reductions of fattening were
successfully achieved (TEC = 0.39 %/day).

Whereupon, the present thesis establishes the basis for the future
development of dry diets for octopuses, in which gelatin, maltodextrin,
egg Yyolk will have a key role. Moreover, protein sources, such as fish,
krill and squid meal (or similar) must be conjugated to achieve higher
intakes and growth.
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1.1 IMPORTANCIA DE LA ESPECIE

La produccién acuicola espafiola en 2012 generd una cantidad de
producto para su comercializacion de 266.684 toneladas, la cual
representd una ganancia econdémica de 489 millones de euros.
Dentro de este volumen de venta la mayor parte estuvo representada
por la acuicultura marina, cuyo volumen de negocio fue superior a las
249.000 toneladas, con un precio de venta total de 429 millones de
euros, y donde destaca por encima de todo, la produccion del
mejillén con mas de 200.000 toneladas (Figura 1).
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Figura 1. Produccién acuicola en Espafia durante 2012 (MAGRAMA, 2014).

Dada la baja explotacion de la produccién del pulpo, el volumen de
producto en relacion a la produccion total de la acuicultura espafiola,
representé apenas el 0,002 % de la misma ya que no alcanzo las 5
toneladas, lo que se tradujo en 19.397 euros (MAGRAMA, 2014). La
gran mayoria de las ventas de pulpo provienen de las capturas

realizadas en el medio, generalmente por nasas o arrastre. Los



CAPITULO 1

ejemplares que se presentan a la venta al publico suelen tener una

talla comercial de entre 2 y 3 kg de peso.

El mercado de los cefalépodos representd el 4 % del mercado
mundial de productos marinos en 2010. Los principales
consumidores de cefal6podos segun FAO (2012) son Espafia, Italia y
Japon. Tailandia es el principal exportador de calamar, Mauritania y

Marruecos los principales exportadores de pulpo.

En los grandes mercados espafoles, como Mercamadrid, S.A., se ha
visto como el volumen de venta caia en los ultimos afnos, debido a la
escasa produccién acuicola de esta especie, y a la disminucién de la
tasa de capturas del medio natural, posiblemente debido a la
sobrepesca a la que ha sido sometida la especie, la cual limita su

capacidad de propagacion.

En la Figura 2 se observa como a partir del afio 2009 el volumen total
de negocio cayo de las 2.728 t a 852 t en apenas 3 afios.
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11 1500
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B Volumen deventa t

Figura 2. Evolucion de los precios y volumen de venta del pulpo en Espafia
(Mercamadrid, 2013).
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Como consecuencia, el precio de mercado fue aumentando conforme
descendia el volumen disponible para la venta, hasta que subi6
drasticamente, situdndose cerca de los 12,32 €/kg de media en el
afio 2012 (Mercamadrid, 2013).

En relacion al consumo de productos acuicolas en Espafia durante el
afio 2011, fue de un total de 1230 millones de kg, lo cual supuso un
gasto de mas de 9000 millones de euros, donde el consumo de
pescado fresco supuso casi la mitad con 544,5 millones de kg (Martin
Cerdefio, 2012). Asi, el consumo per capita fue de 26,8 kg, lo que
supuso un gasto por habitante de 196,2 €. En la alimentacion diaria,
predominan los pescados con una clara mayoria, frente a los

mariscos, moluscos y crustaceos y frente a las conservas (Figura 3).

M Pescado

B Mariscos, mollscos y
crustaceos

i Conservas de
pescado y moluscos

Figura 3. Consumo per cépita en 2011 en Espafia (Martin Cerdefio, 2012).

Los datos de consumo per capita de las principales especies,
muestran una gran similitud entre diferentes pescados, con
consumos que rondan el kilo por habitante y afio (Figura 4), con una
predominancia de la merluza. Pero también se observa la

importancia de moluscos y crustaceos en la alimentacion anual,
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donde el consumo de gambas, pulpo, calamar y mejillon es superior
al de la mayoria de los principales pescados, tanto de mar como de
agua dulce (Martin Cerdefio, 2012).

Rodaballo
Trucha

Lubina

Rape

Dorada
Atun/Bonito
Sardina
Salmon
Lenguado
Bacalao
Boqueron
Mejillon
Pulpo/Calamar
Gamba/Langostino
Merluza

0 1 2 3 4
kg per capita y afio (2011)

Figura 4. Consumo per capita de los principales productos (Martin Cerdefio, 2012).

Los altos consumos de pulpo, demuestran una buena apreciacion del
producto por los consumidores, lo cual unido a su alto valor nutritivo y
al aumento significativo en el precio de venta, ha situado al pulpo
como una especie de gran valor en el mercado, y sin duda en una

especie de futuro para la acuicultura.

Por lo tanto, es indispensable profundizar en la investigacion en dos

aspectos diferentes pero igual de importantes, como son:

® Lograr cerrar el ciclo vital, para poder cubrir las necesidades
del mercado, sin tener que depender del medio, y por lo

tanto, evitar la sobreexplotacion de esta especie.
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® Hallar un alimento eficiente y economico con el que se
consigan continuos y altos crecimientos, tanto en la fase

pelagica como en la fase bentoénica.

1.2 GENERALIDADES

Los moluscos constituyen uno de los principales filos animales,
después de los artropodos. Existen mas de 50.000 especies vivas,
ademas de las 35.000 ya extintas. Este grupo abarca desde las
formas mas sencillas y microscépicas a organismos gigantescos
como el calamar gigante de mas de 18 m (Architeuthis). Habitan
multitud de hébitats desde zonas del tropico a zonas polares, pero
todos ellos presentan una caracteristica comun, su cuerpo blando, ya
sea desnudo o resguardado por un exoesqueleto o concha (Hickman
et al., 1990). Dentro de este filo aparece una de las clases mas
numerosas, con mas de 700 especies, los cefaldbpodos
(Cephalopoda) (Nesis, 1987).

Los cefaldpodos son invertebrados marinos, cuyo nombre deriva del
griego y se caracterizan por una morfologia muy particular, formada
bésicamente por una cabeza (kephalé), y unas extremidades o patas
(podos). Presentan una simetria bilateral y tienen un excelente
sentido de la vista, llegando a tener unas estructuras en los ojos muy
similares a los vertebrados. Gracias a la gran diferenciacion de sus
centros nerviosos y su complejo sistema cerebral, los cefalépodos, y

especialmente los octépodos, adquieren facilmente reflejos



CAPITULO 1

condicionados segun la situacion, incluso pueden llegar a distinguir

figuras geométricas.

Existen tres subclases de cefalépodos: Ammoideos, Nautiloideos y
Coleoideos. Los Ammonoideos estan extintos, mientras que dentro
de la subclase Nautiloidea sobreviven unas 7 especies dentro del
orden Nautilida. El resto de cefalépodos que hoy en dia pueblan las
aguas pertenecen a los Coleoideos (Hickman et al.,, 1990), de los

cuales destacan tres 6rdenes de gran importancia comercial:

® Sepiidos: Cuerpo redondeado con aletas, 8 brazos y 2

tentaculos (Sepias, jibias)

®x Téutidos: Cuerpo cilindrico, con 8 brazos y 2 tentaculos

(Calamares)

® Octopodos: Cuerpo corto sin aletas, 8 brazos (Pulpos)
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1.2.1 IDENTIDAD TAXONOMICA

Reino: Animalia

Filum: Mollusca

Clase: Cephalopoda
Subclase: Coleoidea
Superorden: Octobrachia
Orden: Octopoda
Suborden: Incirrina

Familia: Octopodidae

Subfamilia: Octopodinae Figura 5. Ejemplar de Octopus vulgaris en el
medio natural.

Género: Octopus

Especie: Octopus vulgaris

1.2.2 BIOLOGIA Y HABITAT

El crecimiento de Octopus vulgaris muestra dos fases de crecimiento
diferenciadas, una inicial de tipo exponencial (fase plancténica) y otra
logaritmica (fase bentoénica). La fase de crecimiento exponencial se
prolonga mas alla del asentamiento sobre el fondo y el paso a los
habitos bentdnicos, llegando a una edad que oscila entre los 5y 6
meses (Hernandez L6pez, 2000). Una de las mayores ventajas que

presenta la produccion de cefalépodos es su ciclo vital, el cual dura
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entre 1 y 3 afios, gracias a sus elevadas tasas de crecimiento
(lglesias et al., 1997) que en la fase bentdnica supone un aumento
del 13 % de su peso corporal cada dia (Vaz-Pires et al., 2004). Asi,
ingiriendo alimento natural, en 3 6 4 meses puede alcanzar la talla
comercial (2,5-3 kg) partiendo de ejemplares de 750 g de peso inicial
(Iglesias, 2000). Esto es gracias a la eficiencia alimentaria de la
especie, la cual se encuentra entre 30-60 g peso corporal/100 g
alimento (Garcia Garcia & Cerezo Valverde, 2006). Los pulpos son
carnivoros, que se alimentan principalmente de otros moluscos,

peces y pequefios crustaceos (Grassé, 1985).

O. vulgaris, asi como muchos otros octépodos, son animales
bentdnicos que habitan multitud de zonas del planeta, zonas de
aguas calidas tropicales, subtropicales y templadas (Mangold et al.,
1998), siendo las principales zonas de explotacion las cuencas
central y occidental del Mediterraneo, la costa noroccidental africana
y las costas del Japon (Voss, 1973). Suelen habitar zonas costeras,
hasta profundidades de 200 metros, presumiblemente zonas que
ofrezcan refugios naturales, donde esconderse de posibles
predadores. Cada individuo posee su propio refugio, aunque suelen
cambiar continuamente de habitat con el fin de encontrar mejores
presas. Viven solos y no forman grupos (Mather, 1993), Gnicamente
se agrupan en los periodos reproductivos, donde migran hacia aguas
més someras (Tanaka, 1958; Mangold, 1983; Guerra, 1992).

Los pulpos no presentan una gran tolerancia a variaciones del medio,
no toleran concentraciones de sal menores de 27 g/l, por lo que

nunca habitardn zonas donde se mezclen aguas continentales con
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marinas (Vaz-Pires et al., 2004). Su rango 6ptimo de temperaturas se
encuentra entre 16 y 21 °C (Aguado Giménez & Garcia Garcia,
2002; Garcia Garcia et al., 2009).

Otro parametro fisico quimico del agua que puede afectar a la vida
del pulpo, son los niveles de compuestos nitrogenados en el agua, ya
que los cefalépodos son amoniotélicos (Garcia Garcia et al., 2011),
es decir, excretan desechos nitrogenados derivados del catabolismo
de aminoacidos en forma de amoniaco, por lo que dada la alta
toxicidad del mismo, necesitan disponer de grandes cantidades de

agua para su dilucién.

1.2.3 ADAPTACION A LA CAUTIVIDAD

El pulpo presenta una buena adaptacion a la vida en cautividad.
Incluso ya sea en acuarios de vidrio, tanques de fibra de vidrio,
raceways o jaulas marinas (lglesias, 2000). Independientemente del
sistema donde se estabule, no deben superar densidades de 10
kg/m?® (Otero et al., 1999) y dado su caracter huidizo, debe presentar
refugios (como macetas de barro o tubos de PVC) donde el pulpo
pueda resguardarse individualmente, para evitar la competencia

territorial.

Los pulpos deben estar separados por sexos a la hora de la
estabulacion, si se trata de pulpos adultos para evitar tener hembras

fecundadas, las cuales se dedican enteramente a la reproduccion.
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El sistema debe disponer de una adecuada renovacion de agua que
asegure concentraciones de oxigeno elevadas (> 5 mg/l) (Nesis,
1987). Para aumentar el nivel de oxigeno en agua se pueden utilizar
aireadores, pero siempre de superficie, para evitar que puedan
guedar atrapadas burbujas en el manto de los pulpos, lo cual podria

producirles Ulceras.

La calidad del agua en estabulacién es de suma importancia (Vaz-
Pires et al., 2004), ya que los pulpos son muy sensibles a las altas
concentraciones de compuestos nitrogenados. Por lo que la
instalacion debe disponer de un buen sistema de filtrado para
mantener estos compuestos (NHs;, NH,", NO, y NO3) en niveles

minimos.

Otros parametros que se deberian vigilar en un sistema de
recirculaciéon, son las concentraciones de metales, especialmente
cobre y estafio, las cuales pueden ser letales para los pulpos (como
para la mayoria de moluscos) (Slater & Buttling, 2011) al igual que
los niveles de fosfatos (TONMO, 2014).


http://www.tonmo.com/
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1.3 NUTRICION

1.3.1 ALIMENTACION Y FISIOLOGIA DIGESTIVA

Los pulpos nadan gracias a una expulsion violenta de agua de la
cavidad del manto a través del sifon (el cual es mdvil), permitiéndoles
controlar la direccion que toman en cada momento (Hickman et al.,
1990). Gracias a este potente sistema de propulsion y a su
capacidad de mimetizarse con el medio, son buenos predadores,
mayormente de pequefios crustaceos, moluscos y ocasionalmente
peces pequefios (Mangold, 1983), los cuales atrapan con sus
tentaculos y roen gracias a sus mandibulas en forma de pico de loro
(Grassé, 1985). El pulpo es un predador nocturno, aunque también
oportunista, preparado para comer en cualquier momento si le surge

la ocasion (Boucaud-Camou & Boucher-Rodoni, 1983).

Los pulpos, tienen una forma muy particular de alimentarse, la cual
comienza con la captura e inmovilizaciéon de la presa, para lo cual se
ayudan de los tentaculos y de los labios de la boca, que estan
estriados para ayudar a mantener el control sobre la misma. Ademas,
las glandulas salivares posteriores secretan una potente neurotoxina
gue provocan la pardlisis de la presa (Altman & Nixon, 1970). La
sustancia toxica es una glicoproteina que recibe el nombre de
cefalotoxina (Guerra, 1975; Morishita, 1978). Esta sustancia es
expulsada a través de la papila salival la cual presenta unos
diminutos dientes en su extremo, que le ayudan en la perforacion y
paraliza a la presa en 30 - 45 segundos (MacGinitie, 1938). Ademas,

en las secreciones de las glandulas salivares posteriores se han

13



14

CAPITULO 1

encontrado diferentes tipos de enzimas proteoliticas, las cuales
ayudan a la ruptura de los ligamentos musculares de las presas
(Romanini, 1952). Estas enzimas acttuan en la boca del pulpo a un
pH basico de 7, produciendo una hidrélisis alcalina (Hamdan et al.,
2013). Se desconoce cual es la funcién exacta de las glandulas
salivares anteriores, pero estan asociadas a la produccion de

mucosa (Mangold & Young, 1998).

Radula

Labio
Pico
superior
Glandula
Pico salival
inferior posterior

Papila salival Masa bucal

Figura 6. Esquema de la boca del pulpo.

Segregadas estas enzimas digestivas, empiezan a desmenuzar el
alimento gracias a un sistema bucal especial, formado por un pico en

forma de loro y una lengua dentada o radula (Figura 6).
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El alimento desmenuzado desciende por el tracto digestivo, el cual
tiene forma de U (Figura 7), donde los 6rganos se distribuyen en dos
zonas: la descendiente, formado por el eséfago y el estbmago, y la
ascendente, formada por el ciego y un pequefio intestino (Bidder,
1966; Boucaud-Camou & Boucher-Rodoni, 1983).

A lo largo del proceso digestivo, tienen lugar dos hidrélisis diferentes
realizadas por diferentes enzimas digestivas con actividad proteasa,
en casi todas las partes del tracto. Primero se produce una hidrolisis
basica en la boca del pulpo (pH 8) gracias a las secreciones de las
glandulas salivares posteriores, tras la cual se produce una hidrolisis
acida (pH 5) en diferentes 6rganos, principalmente en la glandula
digestiva y el estbmago. El hecho de que esta actividad proteasa se
desarrolle en distintos 6rganos y a distinto pH, demuestra la
existencia de distintas enzimas proteasas a lo largo del tracto, lo que
prueba la importancia de la proteina en su metabolismo, el cual, esta
basado principalmente en el uso de aminoacidos (Hamdan et al.,
2013).

Mientras el alimento desciende por el eséfago gracias a los
movimientos peristalticos, sera transformado por glandulas
digestivas, hasta llegar a un ensanchamiento del mismo, conocido
como buche, donde tendran lugar unas reacciones similares a las
pancredticas y hepaticas. Aqui se almacenaran los alimentos

parcialmente digeridos antes de llegar al estbmago.

15
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Pico
i Labios
Masa bucal
Glandulas
salivales
anteriores
Glandulas )
salivales Esofago
posteriores
Buche

S

Glandula Riie
digestiva

Intestino
Estomago Ciego

Figura 7. Esquema del sistema digestivo del pulpo.

Una vez en el estdbmago, el bolo alimenticio es atacado por mas
enzimas proteasas, con actividad pepsina, procedentes del ciego y la
glandula digestiva (Caruso et al., 2004). Después el alimento pasa al
ciego (forma de espiral) donde se filtraran las partes nutritivas, las
cuales se almacenaran en la glandula digestiva, y los desechos
avanzaran por el intestino hasta el ano donde serdn excretados

ayudados por los sifones (Bidder, 1966; Boucaud-Camou & Boucher-

Rodoni, 1983).
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1.3.2 NECESIDADES NUTRITIVAS

El analisis de la composicion corporal de una especie, da una
primera aproximacion sobre sus necesidades nutritivas. El pulpo
presenta una composicién corporal formada basicamente por agua
(80 % de su masa corporal) y proteina (alrededor de un 15 %), lo que
en peso seco serian 800 g de proteina por kg (Iwasaki & Harada,
1985; Garcia Garcia & Cerezo Valverde, 2006; Prato et al., 2010). El
hecho de presentar esta composicién indica que el pulpo necesitara
grandes aportes de proteina en su dieta.

El metabolismo de los cefaldpodos es esencialmente proteico, por lo
gue los requerimientos aminoacidicos para la sintesis proteica son
muy elevados, y mas del 90% de las proteinas sintetizadas son
retenidas y utilizadas para su desarrollo (Houlihan et al., 1990),
logrando elevadas tasas de crecimiento y a la vez obteniendo
energia a partir del metabolismo de los aminoacidos para sus
procesos bioldgicos (O'dor 1984; Cerezo Valverde et al., 2013).
Destacan entre ellos la arginina, lisina y leucina, como aminoacidos
esenciales y glutamina y aspartato, como no esenciales (Villanueva
et al., 2004; Cerezo Valverde et al., 2013).

Los lipidos, tienen una representacion corporal inferior al 1 % (Prato
et al., 2010), donde los lipidos polares son mas abundantes que los
neutros (Cerezo Valverde et al., 2012a), destacando los fosfolipidos y
el colesterol (Estefanell, 2012).

A pesa de la baja concentracion, los lipidos tienen una gran

importancia, ya que el pulpo presenta grandes concentraciones de
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acidos grasos de cadenas largas HUFAs (Nash et al., 1978) y entre
estos acidos grasos poliinsaturados, destacando el &cido
eicosapentaendico (EPA: 20:5n-3), acido docosahexaendico (DHA:
22:6n3) y el 4cido araquidonico (ARA: 20:4n-6) (Nash et al., 1978;
Miliou et al., 2007; Prato et al., 2010; Cerezo Valverde et al., 2012a;
Petza et al., 2011), los cuales le confieren un alto valor nutritivo, y por

ende, un alto valor comercial.

Los pulpos presentan una digestion de los lipidos lenta e ineficiente
(O’dor, 1984) dada la ausencia de emulsionantes en su tracto
digestivo (Vonk, 1962). En general, los cefaldpodos presentan una
capacidad muy limitada para hidrolizarlos (Ballantyne et al., 1981;
O’dor, 1984; Navarro & Villanueva, 2000), excepto en su glandula
digestiva, donde existe mayor actividad lipasa (Hamdan et al., 2007),
y donde se almacenan en mayor proporcién (Bidder, 1966; Cerezo
Valverde et al., 2008) para poder usarlos como fuente de energia
(Garcia-Garrido et al., 2010). La clase lipidica predominante en la
glandula digestiva son triacilglicéridos (Cerezo Valverde et al., 2012a)
los cuales son movilizados en condiciones de ayuno (Castro et al.,
1992).

El resto de la composicion corporal consiste en sales minerales (2 %)
y carbohidratos (1 %) (Lee, 1994), los cuales son metabolizados
rapidamente excepto una pequefia porcién que se almacena en el
musculo en forma de glucégeno (O"dor, 1984). El hecho de que se
almacene poca cantidad de carbohidratos puede ser debido a una
capacidad limitada de glucogénesis (Morillo-Velarde et al.,, 2011).

Estas reservas almacenadas son utilizadas como fuente de energia
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para actividades explosivas como la predacién o la propulsién para
huir de otros depredadores (Wells et al., 1983; Morillo-Velarde et al.,
2011).

1.3.3 ESTUDIOS CON ALIMENTO NATURAL

Los conocimientos sobre la alimentacion de los pulpos han
aumentado mucho en los ultimos afios gracias a la gran cantidad de
ensayos e investigaciones que se han llevado a cabo. Desde la
década de los ochenta, se ha realizado un mayor esfuerzo
investigador y se ha profundizado mas en los aspectos nutricionales
y metabdlicos de esta especie.

La alimentacién del pulpo en estado salvaje, es la base sobre la que
hoy se basa la composicién de los piensos artificiales, ya que indica
las necesidades nutritivas que tiene la especie. Los primeros
estudios en este ambito fueron realizados por Nigmatullin &
Ostapenko (1976). Al analizar el contenido estomacal de unos 2000
ejemplares descubrieron que el 53,6 % de las presas eran
crustaceos, un 25,5 % eran peces, un 9,5 % eran moluscos no
cefalopodos y un 7,5 % eran cefaldpodos, principalmente ejemplares
jovenes de su misma especie. Guerra (1978) estudié también la
alimentacién del pulpo en el medio natural, siendo un 80 %
crustaceos, un 12 % pescado y un 8 % cefaldopodos. En otros
estudios el alimento predominante en el estémago eran peces
(Hernandez Lépez, 2000), y en otras ocasiones bivalvos (Ambrose &
Nelson, 1983), lo que demuestra que el pulpo se alimenta de las

presas de las que dispone en su entorno.
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Las pruebas en cautividad con alimento natural comenzaron con la
determinacion de los alimentos que el pulpo aceptaba e ingeria,
donde qued6 patente una preferencia muy marcada por los
crustaceos (Guerra, 1978), y la aceptacion sin problemas de otros
alimentos como peces y moluscos gasteropodos, lamelibranquios y
ocasionalmente cefalopodos, llegandose a producir canibalismo
(Taki, 1941; Altman, 1967; Nixon, 1969).

Guerra (1978) comprob6 como el pulpo prefiere presas vivas a
muertas, esto puede deberse al movimiento de la presa, el cual
activa sus instintos depredadores, aunque tras un tiempo de ayuno,

no presenta ningun tipo de rechazo.

A partir de ahi, comenzaron a llevarse a cabo pruebas de engorde,
donde los alimentos utilizados en diversos ensayos (Garcia Garcia &
Aguado Giménez, 2002; Garcia Garcia & Cerezo Valverde, 2004,
2006; Miliou et al., 2005; Rodriguez et al., 2006; Mazén et al., 2007,
Pham & Isidro, 2009; Prato et al., 2010; Estefanell et al., 2011b) con
alimento natural han sido principalmente: cangrejo (Carcinus
mediterraneus, Maja crispata o Liocarcinus depurator), calamar
(Loligo gahi) y pequefios peces pelagicos divididos en dos grupos,
pescados blancos poco engrasados como la boga (Boops boops) y el
mugil (Liza aurata) y pescados azules con altos niveles lipidicos,

como la sardina (Sardina pilchardus) o la alacha (Sardinella aurita).

En general, los mas utilizados han sido la boga y el cangrejo, debido
en parte a sus altos contenidos proteicos, pero también por sus altos

coeficientes de digestibilidad, tanto de la materia seca, como de la
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proteina y los lipidos (Mazoén et al.,, 2007), superando el 90 % en
todos los casos. Aunque el motivo principal es la gran aceptacion que
presentan por parte del pulpo y su disponibilidad en el mercado.

Es precisamente con estos alimentos con los que se han obtenido las
Tasas especificas de crecimiento (TEC) més elevadas, siendo de 1,5
y 1,9 el porcentaje de peso corporal que aumenta diariamente
(%/dia) con boga (Garcia Garcia & Aguado Giménez, 2002;
Estefanell et al., 2011a, respectivamente) y de 2,1 y 2,6 %/dia con
cangrejo (C. mediterraneus, Garcia Garcia & Cerezo Valverde (2006)
y M. crispata, Prato et al. (2010)).

Por otra parte, también se ha observado como los pulpos tienen
ingestas mas elevadas conforme aumenta el régimen de
temperaturas (Garcia Garcia & Aguado Giménez, 2002), como
ocurre principalmente en los animales poiquilotermos. Si bien se ha
visto unas ingestas elevadas a 19 °C (Garcia Garcia & Aguado
Giménez, 2002), los resultados mostrados por Miliou et al. (2005)
sitian la temperatura Optima para la mayor tasa de ingesta en 21,8
°C independientemente del peso del pulpo.

También se han obtenido resultados referentes a la importancia del
ayuno durante la fase de engorde (Garcia Garcia & Cerezo Valverde,
2004) los cuales indican que hacer ayuno 2, 1 o ningun dia, no afecta
al crecimiento del pulpo, pero si mejora sensiblemente el indice de

conversion, lo que a la larga es un ahorro econémico.
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1.3.4 ESTUDIOS CON DIETAS ARTIFICIALES

Dado que la alimentacion con una dieta natural, no es ni
ecoldégicamente sostenible ni econdmicamente rentable para poder
desarrollar una actividad industrializada del engorde del pulpo, y que
la alimentacion diaria no puede estar sujeta a las disponibilidades del
mercado, en los Ultimos afios se han realizado bastantes estudios
con dietas artificiales, ya sean piensos humedos, semi-hiumedos o

piensos secos extrusionados.

Debido a las particularidades de la alimentacion del pulpo, los
piensos deben cumplir con unas condiciones fisicas (Figura 8) para

evitar rechazos.

NO DEBE FLOTAR

CIERTA ———
ELASTICIDAD

Figura 8. Caracteristicas de las dietas artificiales.

El pienso no tiene que flotar, puesto que el pulpo es un animal
bentdnico, que se alimenta en estado natural depredando en el fondo
marino. Debe ser estable, esto implica que debe ser resistente para

evitar que se desmenuce y permanezca integro todo el tiempo que el
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alimento este en el agua. Debe tener cierta elasticidad, para que
durante la manipulacién, el pienso no se disgregue por el sifonado, y
no debe ser muy duro, ya que sino el pulpo no podria roerlo.
Ademaés, debe tener un sabor atrayente que incite al animal a
comerlo, o por lo menos que enmascare aquellas materias primas
usadas habitualmente en los piensos para acuicultura que no sean

de “su agrado”.

Primero se probaron los piensos humedos, con un alto contenido en
agua (alrededor de un 70 %), lo cual a priori, proporciona una buena
textura y por lo tanto mayor aceptacion. Estos estaban realizados de
forma sencilla a partir de alimento natural troceado o triturado,
mezclado con agua y algun tipo de aglomerante, como el alginato o

la gelatina.

Quintana et al. (2008) formularon dos piensos humedos, uno a base
de calamar y otro de camardn, ambos aglutinados con gelatina,
obteniendo una buena tasa especifica de crecimiento con el pienso
de calamar, un 1,4 %l/dia (Figura 9). Este crecimiento tan elevado, se
debié presumiblemente a la riqueza en arginina y glutamina que
presenta el calamar (Cerezo Valverde et al., 2013), muy superior a la
que presentan el resto de alimentos habitualmente usados en esta

especie.

Posteriormente, se empezaron a probar piensos humedos con
diferentes ingredientes proteicos en la misma formulacién y con
diferentes aglomerantes. Cerezo Valverde et al. (2008) probaron un

pienso con gelatina y otro con alginato, ambos con una mezcla de
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boga y gamba (Hymenopenaeus muelleri). El pienso con alginato
logré mejor TEC que el pienso con gelatina (0,71 frente a 0,22
%l/dia).

Los buenos resultados obtenidos con el alginato se volvieron a
presentar en un estudio realizado por Estefanell et al. (2011a), con
dos piensos realizados con boga salvaje y con boga de descarte.
Con ambos se obtuvieron valores de TEC superiores a 1 %l/dia,
siendo mayor el crecimiento con el pienso de boga de descarte. En
una prueba posterior, Estefanell et al. (2012) lograron un TEC de
0,83 %/dia con un pienso realizado con boga y cangrejo aglutinado
con alginato y Cerezo Valverde et al. (2012b) obtuvieron menores
crecimientos con dos piensos mezclados con alginato y realizados
con boga con bajo y alto contenido lipidico (0,53 y 0,52 %l/dia
respectivamente). Ambos estudios mostraron el buen resultado de la
boga como ingrediente proteico en la elaboraciéon de piensos semi-
huimedos para el pulpo (Figura 9).
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Figura 9. Resumen de experimentos con las mejores tasas especificas de

crecimiento en O. vulgaris, obtenidas por diferentes autores.
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Aunque, no siempre se obtuvieron buenos resultados, ya que el uso
de alginato en la composiciébn de piensos también ha presentado
crecimientos negativos (Garcia et al., 2011).

Posteriormente empezaron a probarse las harinas, para lograr de
una manera légica, una industrializacion de la fabricacion de piensos,
evitando la utilizacién de alimentos frescos perecederos. Se probaron
diferentes harinas y en distintas proporciones, ya sea afiadiendo un
10 % de harina de pescado a la formulacion, aunque sin lograr
crecimientos positivos (Garcia et al.,, 2011), o harina de calamar
como Unico ingrediente (Petza et al., 2011) en un pienso aglutinado
con agua Yy alginato, el cual mostrd tasas de crecimiento especifico
de 0,5 %/dia (Figura 9).

Al igual que el uso de harinas es un paso adelante en la obtencion de
un alimento mas industrializado, la disminucién de la humedad
(piensos semi-himedos) es un objetivo indispensable para disminuir
tanto el riesgo de proliferacion de patégenos en los piensos, como el

mayor deterioro de los mismas, o los gastos de almacenamiento.

Los estudios con piensos semi-humedos (los cuales contienen una
cantidad de humedad cercana al 50 %), han dado valores positivos
de crecimiento, tanto si se empleaba gelatina como alginato, al igual
gue ocurria con los piensos humedos (Quintana et al., 2008;
Estefanell et al., 2011a).

Asi, mientras Garcia Garrido et al. (2011) presentaron mejores

resultados con el alginato frente a la gelatina, en piensos realizados
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con una mezcla de pescado hidrolizado y pasta de calamar (0,67
frente a 0,39 %/dia), Morillo-Velarde et al. (2012a) obtuvieron valores
de TEC de 1,03 %/dia con un pienso a base de pota (Todarodes
sagittatus) y alacha aglutinada con gelatina. Ambos ingredientes
proteicos fueron afiadidos al pienso en forma de liofilizados. Ademas,
este pienso contenia otro ingrediente, el cual habia mostrado en
anteriores trabajos una gran aceptacion por parte del pulpo, que lo
convertia en un gran atrayente: yema de huevo liofilizada (Morillo-
Velarde et al., 2013). Resultados obtenidos mediante pruebas de
aceptacion de ingredientes, donde se evaluaron formatos sencillos
de piensos formados por gelatina agua y el ingrediente a estudiar. En
ellos destacé el pienso con yema de huevo con un TEC de 0,67
%l/dia (Figura 9).

Estos trabajos probaron que materias en forma de harinas (Petza et
al., 2011) o de productos que han sido sometidos a procesos de
calor, como los liofilizados o pasteurizados (Morillo-Velarde et al.,
2012a), se pueden emplear para la alimentacion del pulpo. Ademas
de la importancia que tiene la adicién a las formulaciones de algun
atrayente para aumentar la ingesta, como puede ser la yema de
huevo (Morillo-Velarde et al., 2012a, 2013) o la boga (Estefanell et
al., 2012; Cerezo Valverde et al., 2012b).

Los resultados obtenidos en los Ultimos afios, han generado
discrepancias sobre cual es el aglomerante Optimo, ya que con
ambos se han obtenido resultados positivos de crecimientos (Figura
9), siendo los méas elevados los obtenidos por Estefanell et al.

(2011a) con un pienso humedo con alginato (TEC = 1,5 %/dia) y por
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Morillo-Velarde et al. (2012a) con un pienso semi-hiumedo aglutinado
con gelatina (TEC = 1 %/dia). Sin embargo, hay otras
consideraciones a tener en cuenta, ya que si bien ambos
aglomerantes han conseguido dar estabilidad y una buena textura a
los piensos, se ha visto como el uso de alginatos en dietas con
Octopus maya provoca peores digestibilidades y peor aceptabilidad

de los mismos (Rosas et al., 2008).

A pesar de los buenos resultados obtenidos por los piensos hiumedos
y semi-humedos, hay que tener en cuenta otros aspectos para
evaluar su utilidad y su eficacia, como el hecho de que los
ingredientes usados en su fabricacion, son materias primas limitadas
en cuanto a su produccion y en otros casos destinadas al consumo
humano (p.e. boga, alacha, cangrejo, gamba, camarén...). Para
poder realizar un pienso artificial, debe haber disponibilidad de las
materias primas que se van a necesitar en todo momento, ya que el
objetivo es lograr una industrializacién de la produccion del pulpo, y
para ello es necesario una produccion de piensos a gran escala.
Ademas, estas materias primas deben tener un precio razonable, por
lo que deben elegirse materias de abundante produccién y no

destinadas al consumo humano, lo cual podria disparar sus costes.

Los piensos secos, deben ser un paso mas alla en la obtencién de
una alimentacion eficiente y econdmica. Todas las especies que se
producen de manera industrializada se alimentan con piensos secos,
ya que éstos son mas sencillos de producir y mas econdémicos de

almacenar. Debido a sus bajos niveles en agua, no precisan de
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camaras frigorificas para evitar su deterioro, en periodos no muy

largos de tiempo y en condiciones climéaticas moderadas.

Hasta la elaboracion de la presente Tesis doctoral, los resultados
obtenidos en alimentacién con piensos secos en pulpos no habrian
sido positivos. En O. maya (Domingues et al., 2007) obtuvieron tasas
especificas de crecimiento negativas (-0,06 %/dia), con un pienso a
base de calamar (Loliguncula brevis), pescado hidrolizado, camarén

y lecitina de soja.

Por todo ello, el estudio de piensos secos es sin duda, una puerta
hacia una producciéon de pulpos a mayor escala. Para ello, sera
necesario adaptar las caracteristicas fisicas de los piensos
extrusionados para peces, teniendo en cuenta: la flotabilidad, dureza,

gomosidad y palatabilidad, que el pulpo precisa.
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JUSTIFICACION, OBIETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

2.1 JUSTIFICACION

La menor captura de pulpos en el medio natural, unida a la escasa
producciébn de esta especie a nivel industrial, ha aumentado
considerablemente el precio del pulpo en el mercado hasta superar
los 12 €/kg en 2012 (Mercamadrid, 2013). Este alto precio unido a la
gran aceptacion que presenta este producto en la sociedad espafiola,
y en otros mercados como el japonés, el francés, el griego, o el
italiano, han convertido al pulpo en una especie muy interesante a

nivel mundial.

No obstante, la produccion a gran escala esta limitada por dos
factores, uno es la supervivencia de las paralarvas debido al
desconocimiento de un alimento eficaz para las mismas, y el otro es
la alimentacion de los sub-adultos, ya que se precisa de un pienso
artificial econémico y nutritivo, que pueda llevar a los pulpos a talla
comercial en el menor tiempo posible, sin necesidad de recurrir al

alimento natural.

Dados los grandes avances gque se han dado en los Ultimos afios en
el disefio de piensos humedos para pulpos, donde se han estudiado
desde distintos aglomerantes que proporcionaron una textura
adecuada al pienso, a ingredientes proteicos o formatos de
ingredientes, como pueden ser harinas, liofilizados, etc. El siguiente
paso es por tanto plasmar estos conocimientos en el disefio de un
pienso seco extrusionado que facilite la industrializacion de la
especie, ya que simplificaria la produccion de los piensos y

abarataria los costes.
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Por todo ello, en la presente Tesis doctoral se planted la siguiente

investigacion con los objetivos de:

® Determinar el mejor sistema de estabulacién para O. vulgaris

dentro de un sistema en recirculacion.

% Disefiar un pienso extrusionado, con las cualidades fisicas

apropiadas, para las particularidades de la alimentacién del

pulpo.

® Estudiar la aceptabilidad de piensos extrusionados de

composicién sencilla.

® Conocer la aceptabilidad y crecimiento de O. vulgaris
alimentado con piensos realizados con diferentes ingredientes
proteicos, como la harina de pescado, la de krill o la de

calamatr.

% Evaluar la digestibilidad y la eficiencia nutritiva de los piensos

formulados.

® Determinar como afectan los piensos extrusionados a la

composicion corporal de O. vulgaris.
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2.2 PLAN DE TRABAJO

La investigacién desarrollada en la presente Tesis Doctoral esta
enmarcada dentro de los planes (2009 - 2013) de la Junta Nacional
Asesora de Cultivos Marinos (JACUMAR), mas concretamente
dentro de los proyectos, OPTIPULPO y NUTRIPULPO. Dichos
planes tienen entre sus finalidades el estudio y optimizacion de
piensos para sub-adultos de O. vulgaris, coordinando distintas
instituciones de investigacion de diferentes comunidades autbnomas
de Espafia, entre las que se encuentra el Grupo de Acuicultura y
Biodiversidad de la Universitat Politecnica de Valéncia.

Para la realizacion de los ensayos, se conto con las instalaciones del
Departamento de Ciencia Animal de la Universitat Politecnica de
Valéncia y con la colaboracion del Instituto Murciano de la
Investigaciéon y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA) en San
Pedro del Pinatar (Murcia) y del Institut de la Recerca i Tecnologia

Agroalimentaries (IRTA) en Sant Carles de la Rapita (Tarragona).

Para abordar los objetivos marcados, se estableci6 un plan de
trabajo (Figura 10), en el cual se desarrollaron tres tipos de ensayos

diferentes a lo largo de la fase experimental:
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—

Pruebas de
Aclimatacion

Gelatina
Yema de huevo

- Pruebas de
Harina de pescado Aceptacion
Harina de krill

“Harina de pescado
Harina de krill

“ Pruebas de
Engordey
Optimizacion

Harina de pescado
Harina de calamar

"Reduccién del %
de yema de huevo

Figura 10. Organigrama de las diferentes pruebas de la presente Tesis doctoral.

Se plante6 estudiar, en primer lugar, la adaptacion del pulpo a
diferentes tipos de instalacion en un circuito cerrado de agua de mar,
como es la granja de peces del Departamento de Ciencia Animal de
la UPV. Posteriormente, se realizaron pruebas de corta duracion para
ver el comportamiento del pulpo frente a un pienso extrusionado, y
asi poder evaluar sus cualidades fisicas. Y por ultimo, tras las
pruebas de aceptacion, se plantearon pruebas de mayor duracion,
donde se ensayaron piensos mejorados siempre con respecto a los
anteriores, siendo evaluados tanto el crecimiento como las posibles

variaciones en la composicion corporal de los pulpos.
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Los resultados obtenidos de acuerdo con el plan de trabajo se

muestran en los siguientes capitulos:

Pruebas de aclimatacion. Adaptacién de la especie a distintos

alojamientos dentro de un sistema de recirculacién cerrado, en las
instalaciones del GAB (Grupo de Acuicultura y Biodiversidad) en la
UPV.

Pruebas de aceptacion. Hace referencia a dos pruebas de corta

duracion, donde se estudié la aceptacion de piensos extrusionados
por parte de esta especie:

“Primer _ensayo de aceptacion de dietas extrusionadas . Durante

15 dias se probaron dos piensos extrusionados (YM y MYG),
realizados a base de maltodextrina, gelatina y yema de huevo. Se
estudiaron las caracteristicas de ambos piensos en el agua, asi como
la ingesta, los pardmetros de crecimiento y eficiencia alimentaria de

los pulpos alimentados con estos.

Los resultados de este trabajo fueron publicados en Aquaculture
Research:

Querol P., Morillo-Velarde P.S., Cerezo Valverde J., Martinez-
Llorens S., Mofiino A.V, Jover M., Tomas A. (2012) First assessment
of acceptance of dry extruded diets for Octopus vulgaris (Cuvier,
1797). doi: 10.1111/are.12006.
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“Inclusién de harina de pescado vy krill en dietas extrusionadas:

ensayo de aceptacion.”. Se evaluaron tres piensos extrusionados con

diferentes inclusiones de harina de pescado y harina de krill (FM,K'y
FMK) durante 15 dias. Fueron estudiados los parametros de

crecimiento, alimentacién y eficiencia de los piensos.

Los resultados de este trabajo fueron publicados en Aquaculture
Research:

Querol P., Morillo-Velarde P.S., Cerezo Valverde J., Martinez-
Llorens S., Mofiino A.V., Jover M. & Tomas A. (2012) Inclusion of fish
meal and krill in extruded diets for Octopus vulgaris (Cuvier, 1797):
assessment of acceptance. doi: 10.1111/are.12093.

Pruebas de engorde vy optimizacion. Agrupa distintas pruebas

disefiadas con piensos formulados a partir de los resultados
obtenidos en la fase anterior, con el fin de aumentar la ingesta de

piensos extrusionados, y por lo tanto, el crecimiento de esta especie:

“Estudio del crecimiento vy la eficiencia alimentaria de Octopus

vulgaris con piensos secos.”. Se realizé un engorde de 6 semanas

con 2 piensos extrusionados y una dieta control a base de alimento
natural. Los piensos probados estaban compuestos por gelatina y
maltodextrina como aglomerantes, yema de huevo como atrayente, y
harina de pescado y krill como fuente proteica (FMK y 3FMK).

Se estudiaron los pardmetros de crecimiento, alimentacion y
eficiencia, asi como las variaciones en la composicion corporal de los

pulpos al final de la prueba.
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Los resultados de este trabajo fueron publicados en Aquaculture
Research:

Querol P., Gairin I., Guerao G., Jover M. & Tomas A. (2013) Growth
and feed efficiency of Octopus vulgaris fed on dry pelleted. doi:
10.1111/are.12269

“Efecto de la inclusibn de harina de calamar en piensos

extrusionados para pulpo (O. vulgaris)” Durante un ensayo de 4

semanas de duracién, se evaluaron dos piensos extrusionados con
harina de calamar y harina de pescado (FMS y 3FMS). Los
resultados obtenidos con estas pruebas fueron comparados con una
dieta basada en alimento natural (cangrejo y boga).

Se estudiaron los pardmetros crecimiento, asi como las variaciones
en la composicién corporal de los pulpos y la digestibilidad de las

dietas en estudio.

Los resultados de este trabajo fueron publicados en Aquaculture
Research:

Querol P., Gairin I., Guerao G., Monge R., Jover M. & Tomas A.
(2014) Effect of two extruded diets with different fish and squid meal
ratio on growth, digestibility and body composition of Octopus vulgaris
(Cuvier, 1797). doi: 10.1111/are.12407
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“Efecto _del nivel de yema de huevo en piensos extrusionados

sobre el crecimiento y la composicién corporal del pulpo (O.

vulgaris).”. Prueba de engorde de 4 semanas, donde se evalué el
efecto de la disminucién del nivel de yema de huevo en dos piensos
extrusionados disefiados en funcion de formulaciones anteriores. Se
evaluaron parametros de crecimiento y eficiencia de los piensos, asi
como variaciones en la composicién corporal y digestibilidad de las
dietas.
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PRUEBAS DE ACLIMATACION

3.1 INTRODUCCION

Al principio de la fase experimental se desarrollaron diversos
ensayos, que tenian como objetivo evaluar el comportamiento de los
pulpos en distintos alojamientos dentro de un sistema de
recirculacion, con el fin de determinar los mejores resultados en
cuanto a estabulacion, tanto en manejo como en adaptacion de los
pulpos, para en una fase posterior, poder realizar pruebas de

engorde con piensos secos extrusionados.

Estas pruebas fueron realizadas integramente en el Laboratorio de
Acuicultura de la Universitat Politécnica de Valéncia, a lo largo de los
afios 2009-2011.

3.2 MATERIAL Y METODOS

Para las diferentes pruebas, fueron utilizados
pulpos pescados en las aguas de Benicarld
(Castellon) y en Les Cases d"Alcanar (Tarragona),
por pescadores de la zona mediante nasas. Tras su
captura, se seleccionaron los de menor tamafio,
intentando mantener una homogeneidad de los

pesos sin superar el kilo y medio (Figura 11).

Figura 11. Pesaje de los pulpos tras la pesca.
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El transporte de los animales hasta el laboratorio de acuicultura, se
realizd siempre con los pulpos alojados en mallas individuales, para
evitar la agresividad de unos ejemplares con otros, dentro de una
cuba de transporte, con aporte de oxigeno constante regulado con un
caudalimetro y en total oscuridad para intentar evitarles cualquier
estrés.

Durante el transporte (Figura 12) se realizaron comprobaciones
regulares de la temperatura del agua y del oxigeno disuelto,
intentando mantener siempre un nivel de oxigeno disuelto en agua

cercano a los 7,5 mgl/l.

Figura 12. Diferentes medios utilizados para el transporte de los pulpos.

Antes de comenzar las pruebas, los pulpos tuvieron una fase de
aclimatacién de entre 7-10 dias, durante la cual fueron alimentados
con alimento natural: boga, cangrejo (L. depurator), pescadilla
(Merluccius merluccius) o bacaladilla (Micromesistius poutassou)

(Figura 13), segun disponibilidad del mercado.

Figura 13. Alimento natural durante la fase de adaptacion.
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Una vez se iniciaron las pruebas de alojamientos, los pulpos fueron
alimentados con alimento natural (boga o cangrejo) o pienso, una vez
al dia, a las 9.00 h, y los restos o alimento no ingerido se retiraban a
las 13.00 h. Diariamente se registraba el comportamiento de cada
animal, observando si se mostraba receptivo a la hora de suministrar
el alimento, si lo comia o s6lo lo manipulaba, y su comportamiento

dentro de su alojamiento (si intentaba escapar, si estaba tranquilo...).

Dada la sensibilidad que presentan los pulpos a las condiciones del
medio y a sus variaciones bruscas, se realizaron controles diarios de
los principales parametros fisicos quimicos del agua (Tabla 1),

mostrandose éstos dentro de unos niveles adecuados:

Tabla 1. Rangos de los parametros del agua durante las pruebas.

Temperatura 18 - 24°C
Salinidad 34 - 39 %o
pH 7,8-8,2
Oxigeno 6,5- 7,8 mgll
Amonio < 0,01 mg/l
Nitritos < 0,1 mg/l
Nitratos 10 - 40 mg/I
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Las pruebas de alojamientos se realizaron dentro de un sistema de
recirculacion cerrado, independiente (excepto la prueba de tanques
individuales explicada mas adelante (Cap. 3.3.4). El volumen de
agua era de unos 5.500 - 6.000I. El filtrado del agua (Figura 14) se
realiz6 con un biofiltro (biobolas y esponjas) de aproximadamente
400 | de volumen, ademas de un skimmer (fraccionador de proteinas)
para ayudar a eliminar los compuestos organicos disueltos en el
agua, y un ultravioleta, para esterilizarla. Se utilizaron tanques de

fibra de vidrio de 750 | como base en todos los sistemas.

Figura 14. Componentes de filtracion del agua del sistema.

3.3 ALOJAMIENTOS

Cuatro alojamientos diferentes se probaron a lo largo de diversos
ensayos con alimento natural y piensos extrusionados: tanques
divididos con mallas, tanques compartimentados con metacrilato,

cubos y tanques individuales.
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3.3.1 TANQUES DIVIDIDOS CON MALLAS

Se realizaron manualmente compartimentos con malla de plastico,
dividiendo la jaula en 4 secciones circulares (Figura 15), con lo cual
el tanque quedaba dividido en 4 secciones independientes. Los
laterales superiores de cada seccion estaban forrados con estropajo,
y se cosi6é una tapa de malla a la parte superior para evitar intentos
de fuga. Cada compartimento tenia una secciéon de PVC que hacia
las veces de refugio para los pulpos. El agua entraba al tanque a
través de una seccion de PVC de un metro de longitud, relleno de
biobolas (filtro biol6gico), alojando a las colonias de bacterias

nitrificantes (Nitrosomonas sp y Nitrobacter sp).

Figura 15. Detalle de los tanques divididos con mallas.
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3.3.2 TANQUES COMPARTIMENTADOS CON METACRILATO

Los tanques de fibra de vidrio de 750 | fueron divididos en 4
secciones con planchas de metacrilato perforadas (Figura 16) para
que el agua fluyera a lo largo de todo el tanque. Las planchas de
metacrilato estaban adheridas a las paredes del tanque y a su base
con silicona, y las juntas estaban reforzadas con escuadras de
aluminio para darle mayor estabilidad y agarre a las paredes del
tanque. Dentro de cada seccion, se colocé un refugio de barro
(Figura 16) que hacia las veces de escondite para los pulpos. Para
evitar fugas, el sistema disponia de secciones de malla plastica
pegadas con silicona en la base del tanque y alrededor del desagtie
y de lonas negras en su parte superior, que a su vez les

proporcionaba oscuridad.

El agua pasaba previamente por un filtro de biobolas de un metro de

altura aproximadamente.

Figura 16. Detalle del sistema de Tanques compartimentados.
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3.3.3 CUBOS

En el sistema formado por cubos, el agua accedia a los mismos
mediante unas tuberias ramificadas en 4, conectadas a la tuberia
general del sistema. Dentro de los tanques de fibra de vidrio, se
alojaron 4 cubos de 90 | de capacidad (Figura 17), perforados a lo
largo de su contorno y a cierta altura para permitir la salida del agua,
y marcar el nivel superior de agua del cubo. Dentro de los cubos se
colocaron secciones de tubos de PVC como escondite para los
pulpos. Para evitar fugas y visualizar los animales se fabricaron

tapas adaptadas con malla de plastico.

Figura 17. Detalle del sistema de Cubos.
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3.3.4 TANQUES INDIVIDUALES

El dltimo sistema utilizado fueron tanques de fibra de vidrio de 1750 |,
llenos hasta la mitad de su volumen (Figura 18). En esta ocasion y
dada la ausencia de peces en el resto de la instalacion, se dispuso
para esta prueba de todo el volumen de agua del laboratorio 60.000 -
70.000 | asi como sus propios filtros; tanto biolégico, de 24 m® (6 x 2
X 2 m), como mecanico o rotatorio de tambor, con una luz de 70
micras. Los tanques tenian aireacion en superficie, para evitarla
acumulacion de burbujas en el manto de los pulpos y se les
proporcion6 macetas de barro como refugio. Se alojé un animal por
tanque con el objetivo de proporcionarles un volumen mayor de agua

que en pruebas anteriores.

Figura 18. Detalle del sistema de Tanques individuales.
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3.4 RESULTADOS

De los resultados obtenidos a lo largo de los distintos ensayos se
obtuvo una conclusion clara: la mala adaptacién de los pulpos a un
sistema en recirculacion, independientemente de cual sea su

alojamiento.

Practicamente en la totalidad de los animales, y en un plazo
relativamente breve de 2 - 3 semanas, los pulpos comenzaban a
experimentar unos sintomas de apatia, falta de interés por la
alimentacién, ademéas de comportamientos erraticos y/o extrafios de
los pulpos, los cuales comenzaban a presentar heridas y llagas, e

incluso a auto mutilarse.

Dada la diferencia de alojamientos probados, y al control exhaustivo
de los parametros del agua, la conclusion a la que se llegé, fue la
posible existencia de algin parametro de la calidad del agua, el cual
no estaba siendo controlado en los analisis diarios, y las variaciones

del mismo estaban ocasionando estos sintomas.

Las mediciones diarias en un sistema en recirculacion como el
presente, comprueban los valores de temperatura, oxigeno, pH y
salinidad, los cuales raramente varian si todo funciona
correctamente. Los pulpos son muy sensibles a las concentraciones
bajas de oxigeno disuelto (< 5 mg/l, Nesis, 1987), por lo que, cabia
pensar que una mala renovacién de agua podria estar causando
estos sintomas, pero, los niveles siempre se presentaron en torno a

6,7 mg/l de oxigeno disuelto. Por otro lado y dado que el consumo de
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oxigeno préacticamente se duplica entre las 6-16 h después de haber
comido (Cerezo Valverde & Garcia Garcia, 2004), y las mediciones
de los parametros se realizaron a primera hora de cada dia por lo
gue, es posible que se originasen picos momentaneos durante los

cuales el aporte de oxigeno por renovacion fuera insuficiente.

El hecho de que durante los ensayos la salinidad no descendiera de
un 34%o, descarta cualquier efecto negativo de este parametro, ya
gue el nivel minimo de tolerancia pulpo se situa alrededor del 27 %o
(Boletzky & Hanlon, 1983).

Por otro lado, estan las mediciones de compuestos nitrogenados
como el amonio, amoniaco, nitritos y nitratos, de los cuales se llevé
un control exhaustivo, ya que altas concentraciones de nitritos
podrian matarlo. Los analisis de compuestos nitrogenados no
mostraron anomalias en el agua que pudieran estar causando este

comportamiento de los pulpos.

Tampoco el fotoperiodo parece haber podido ser la causa de esta
mala adaptacion a un circuito cerrado de mar, ya que el laboratorio
tiene un ciclo de luz aproximado de 12L/120, y los pulpos tenian

refugios para su mayor comodidad.

También podria ser como consecuencia de una presencia elevada en
el agua de algun metal como el cobre, el cual es altamente toxico
(Slater & Buttling, 2011) o de fosfatos derivados del fosforo presente

en el alimento y en las heces (Mazon et al. 2007), quienes pueden
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ser dafinos para los pulpos, al igual que para otros invertebrados
(TONMO, 2014).

Estos resultados llevaron a buscar otras opciones para realizar las
pruebas con los piensos extrusionados, como fueron el sistema
cerrado de agua de mar del IMIDA en Murcia (el cual dispone de un
emisario submarino para renovar el agua de la instalacién a voluntad,
que proporciona una renovacion diaria del 10%), donde se realizaron
las pruebas de aceptacién de los piensos y el sistema abierto de
agua de mar del IRTA en Tarragona, donde se realizaron las pruebas

de engorde y optimizacion.
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4.1

Primer ensayo de aceptacién de dietas
extrusionadas.




PUBLICACION I:

First assessment of acceptance of dry extruded diets for Octopus
vulgaris (Cuvier, 1797).

P. Querol, S. Morillo-Velarde, J. Cerezo Valverde, S. Martinez-Llorens, A. V.
Moiiino, M. Jover & A. Tomas (2012a)

Aquaculture Research doi:10.1111/are.12006
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4.1.1 INTRODUCCION

La alimentacion del pulpo es todavia uno de los mayores obstaculos
para el desarrollo de la produccion de esta especie, ya que el uso
continuado de materias primas procedentes de la pesca es técnica y

econdmicamente insostenible.

Una alternativa son los piensos humedos, los cuales se basan en
una mezcla de calamar o pescado troceado, con algun tipo de
aglutinante como pueda ser el alginato o la gelatina, y agua (Cerezo
Valverde et al.,, 2008, Quintana et al., 2008, Garcia et al., 2010,
Estefanell et al., 2011) con buenos resultados de aceptacion.

La incorporacién a los piensos de saborizantes pueden hacerlos mas
atractivos para los pulpos (Cerezo Valverde et al., 2008), y de
acuerdo a un reciente estudio, uno de los atractantes mas eficaces

para esta especie es la yema de huevo (Morillo-Velarde et al., 2013).

Un paso mas alla en la alimentacién de esta especie puede ser la
preparacion y uso de piensos secos extrusionados, con los cuales,
ya se han observado en estudios previos con O. maya, ingestas

regulares, aunque sin lograr crecimientos (Domingues et al., 2007).

Es necesario investigar mas a fondo este tipo de piensos para
asegurar, tanto una buena aceptaciébn, como un crecimiento
adecuado. De igual modo, es preciso estudiar la cohesion y la
estabilidad del pienso en el agua, con el fin de facilitar la

manipulacién por parte del pulpo (Garcia Garcia & Cerezo Valverde,
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2006), asi como facilitar los procesos productivos de las empresas
dedicadas a la alimentacion de especies marinas, con el fin de lograr

disminuir los costes de produccion y almacenamiento.

4.1.2 MATERIAL Y METODOS

La prueba de alimentacion se llevd a cabo en las instalaciones del
Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario
(IMIDA) de Murcia (Espafia), con 15 pulpos (O. vulgaris), de un peso
promedio inicial de 592,4 + 105,2 g, los cuales fueron capturados del
medio natural y alojados en un sistema de recirculacion de agua de
mar. Ante la imposibilidad material de poder utilizar el mismo sistema
de alojamiento para todos los ejemplares, se decidié utilizar dos
sistemas diferentes, pero ambos con unas condiciones de calidad del
agua idénticas, y condiciones necesarias para no generar ningun tipo
de estrés o de inadaptacion. Uno de ellos estaba compuesto por
ocho tanques troncoconicos de fibra de vidrio de 93 | donde se probd
el pienso YM, y el otro por siete acuarios de vidrio rectangulares de
165 | donde se probd el pienso MYG. Ambos sistemas tenian las
mismas condiciones de luz artificial (de 8:00 h a 14:00 h) y tubos de
PVC que hacian las veces de refugio. Los pulpos necesitaron un
periodo de 5 dias para adaptarse a las condiciones de la instalacion,
durante los cuales fueron alimentados con boga y sardina. La
temperatura del agua fue de 18,3 + 1,3 °C y la concentracion de

oxigeno fue de 7,2 £ 0,5 mg/l.

Los piensos se fabricaron con un extrusor semi-industrial; Clextral

FC45, en el Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal de la Universitat
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Politecnica de Valéncia. Los piensos extusionados tenian un
diametro de 1 cm y 4 - 5 cm de longitud y su composicion se
presenta en la Tabla 2. La yema de huevo fue elegida como
atrayente, basandose en los resultados de (Morillo-Velarde et al.,
2013), y la maltodextrina y gelatina como aglutinantes.

Tabla 2. Formulacion y composicién de los piensos experimentales.

YM MYG
Ingredientes (%)
Yema de huevo 75 30
Gelatina 0 40
Maltodextrina 25 30

Composicién proximal (% materia seca)

Humedad (%) 12,5 17,1
Proteina bruta (%) 27,7 54,3
Grasa bruta (%) 40,2 11,8
Cenizas (%) 2,6 1.6

Yema de huevo: yema de huevo pasteurizada (IGRECA SAS),
Gelatina: PILARICA S.A., Maltodextrina: PRAL S.A..

El ensayo se llevé a cabo durante dos semanas, donde los pulpos se
alimentaron diariamente a las 9:00 h, con una tasa del 1 - 2 % de su
peso corporal, y el alimento no consumido se retird y se pesoé a las
13:00 h, para poder calcular la ingesta diaria. Se aplicé a los datos un
factor de correccion de la desintegracion y la ganancia de humedad

(FC) de los piensos, de acuerdo con Cerezo Valverde et al. (2008).
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Los indices de crecimiento y los parametros nutritivos se calcularon

con las siguientes formulas:

Incremento de peso: IP=Pf-Pi;

Tasa de alimentacion absoluta: TAA=I/t;

Tasa de alimentacion relativa media: TAR=TAA*100/Pm;
Tasa de crecimiento absoluto: TCA= (Pf/Pi)/t;

Tasa especifica de crecimiento: TEC= (LnPf-LnPi)*100/1.
indice de eficiencia alimentaria IEA= (Pf-Pi)*100/I;

indice de conversién: IC=1/(Pf-Pi);

donde Pf = peso final en g; Pi = peso inicial en g; PM = peso medio
en g; t = tiempo en dias; I= ingesta en g (alimento

suministrado—(alimento recogido x FC)).

El crecimiento y los parametros nutritivos fueron analizados
mediante un ANOVA one-way, y la prueba de Newman-Keuls se
utilizé para evaluar las diferencias especificas entre los piensos con
niveles de significacion de p < 0,05 (Statgraphics, Statistical Graphics
System, Version Plus 5.1, Herndon, Virginia, USA).

4.1.3 RESULTADOS

A lo largo del ensayo se produjeron 3 bajas (2 en el grupo MY y 1 en
el grupo MYG) por intentos de fuga, reduciendo el numero de
individuos a 6 por cada tratamiento.

El pienso MYG mostré una disgregacion despreciable (0,7 %) tras 4

horas sumergido en agua, frente al 12,2 % de disgregacion que
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mostré el pienso YM. Los factores de correccion (FC) fueron de
0,7094 (+0,0008) y 0,8921 (+ 0,0049) para los piensos MYG y YM,
respectivamente.

El consumo diario del pienso YM (Tabla 3) fue similar al del pienso
MYG, siendo 4,34 y 3,94 g/dia respectivamente y la eficiencia
alimentaria del pienso MYG fue mayor que la del pienso YM (83,9 %
frente a 50,7 %). Asi, los resultados de crecimiento fueron superiores
en el caso del pienso realizado con gelatina, posiblemente debido a
la composicion nutricional de los dos piensos (45 %PB de MYG

respecto a 24,2 %PB de MY) o a la mayor estabilidad del mismo.

Tabla 3. Pardmetros de crecimiento de los pulpos alimentados con los dos

piensos experimentales.

YM MYG
IP (g) 33,58 + 5,39 50,25 + 6,61
TAA (g/dia) 4,34+ 0,31 3,94+ 0,38
TAR (%/dia) 0,70+ 0,04 0,67 + 0,05
TCA (g/dia) 2,24+ 0,63 3,35 + 0,44
TEC (%/dia) 0,35+ 0,042 0,57 +0,05°
IEA (%) 50,74+ 5,92° 83,9+ 7,25
IC 2,15+ 0,25° 1,22+0,31°

Valores (n =6, media = ES). IP, incremento de peso; TAA, tasa de alimentacion
absoluta; TAR, tasa de alimentacion relativa; TCA, tasa de crecimiento absoluta;
TEC, tasa especifica de crecimiento; IEA, indice de eficiencia alimentaria; IC, indice
de conversion.
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Todos los resultados anteriores sugieren que el uso combinado de
yema de huevo (como atrayente) y la gelatina (como aglutinante) en
dietas artificiales para O. vulgaris, puede ser una buena base para
formular y producir piensos secos mas nutritivos y complejos en un
futuro proximo. Los resultados también muestran que es posible
preparar piensos extrusionados para el pulpo, lo que seria en ultima
instancia beneficiosa para reducir los costes de alimentacién y

produccién de esta especie y para mejorar la sostenibilidad.






4.2

Inclusién de harina de pescado y krill en
dietas extrusionadas: ensayo de aceptacion.




PUBLICACION II:

Inclusion of fish and krill meal in extruded diets for Ocfopus
vulgaris (Cuvier, 1797): assessment of acceptance.

P. Querol, P. S. Morillo-Velarde, J. Cerezo Valverde,
S. Martinez-Llorens, A. V. Moiiino, M. Jover & A. Tomas (2012b)

Aquaculture Research doi:10.1111/are12093
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4.2.1 INTRODUCCION

La harina de pescado se utiliza en los piensos para peces debido a
su alto nivel proteico (mas de 60 %), con el fin de lograr un contenido
de proteina en la dieta de alrededor de 35 - 55 % (Tacon & Cowey,
1985). El 83 % (peso seco) de la composicion corporal de O. vulgaris
es proteina, lo que da mas importancia si cabe a la inclusion de
ingredientes proteicos en las dietas para obtener tasas de
crecimiento adecuadas y también debido a la baja digestibilidad de
los lipidos que presentan los cefal6podos (O ' Dor et al., 1984; Mazén
et al., 2007).

Un pienso debe ser atractivo y palatable para el pulpo, y esto se
puede lograr mediante el uso de materias primas similares a los
alimentos que ingieren durante su vida salvaje (por ejemplo,
pequefios peces, moluscos bivalvos y crustaceos). Ademas, la harina
de krill es uno de los atrayentes mas utilizados en la realizacién de
piensos de peces, debido a su alta palatabilidad y su alto nivel
proteico (65,9 a 72,9 %) (Yoshitomi, 2004; Liu et al., 2011). Todas
estas razones sugieren gue el uso combinado de harinas de pescado
y de krill como ingredientes proteicos en la nutricion del pulpo es

suficientemente razonable.

Por ello, en el presente trabajo se estudia la inclusién de harina de
pescado y harina de krill en piensos extrusionados para pulpos con el

fin de mejorar su crecimiento.
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4.2.2 MATERIAL Y METODOS

La prueba se realizd en las instalaciones del Instituto Murciano de
Investigacién y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA) en Murcia
(Espafia), con 23 pulpos (O. vulgaris) de un peso promedio inicial de
580 + 123 g, quienes fueron capturados en el mar Mediterraneo y
alojados en un sistema de recirculacion de agua de mar. Se utilizaron
dos sistemas diferentes de alojamiento; catorce pulpos se ubicaron
en tanques troncocénicos de fibra de vidrio de 93 | de volumen,
donde se probaron dos dietas artificiales diferentes en 2 grupos de 7
animales: el pienso K (harina de krill) y el pienso FM (harina de
pescado). Ademas, nueve acuarios de vidrio de 165 | de volumen se
utilizaron para probar el pienso FMK (que contenian tanto harina de
pescado como harina de krill). Ambos sistemas tenian las mismas
condiciones de luz artificial (de 8:00 h a 14:00 h) y todos los pulpos

tuvieron un tubo de PVC como un refugio.

Previo al comienzo de la prueba hubo un periodo de 5 dias de
adaptacion a las condiciones de la instalacién, durante los cuales
fueron alimentados con boga y sardina. La temperatura del agua fue

de 18,4 + 0,9 °C y la concentracion de oxigeno fue de 6,8 + 0,5 mg/l.

Los piensos experimentales K, FM y FMK, fueron fabricados con un
diametro de 1 cm y longitudes de 4 - 5 cm, en el Instituto de Ciencia y
Tecnologia Animal de la Universitat Politecnica de Valéncia,
utilizando un extrusor semi-industrial Clextral FC45. Los piensos

contenian diferentes proporciones de harinas de pescado y de krill
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con el objetivo de estudiar su aceptacion, mejorar la composicion

nutricional y aumentar los crecimientos (Tabla 4).

La composicién de los piensos fue realizada en base a los piensos
experimentales probados en la prueba anterior (Cap.4.1), utilizando
yema como un atrayente y maltodextrina y gelatina como
aglutinantes. Los tres piensos probados en este ensayo fueron iso-

proteicos (48 %PB) y también iso-lipidicos (aproximadamente 13

%GB).
Tabla 4. Formulacién y composicion proximal de los piensos experimentales.
FM K FMK

Ingredientes (%)

Yema de huevo 30 30 30
Gelatina 30 300 30
Maltodextrina 20 20 20
Harina de pescado 20 0 10
Harina de Kirill 0 20 10

Composicion proximal (% materia seca)

Humedad (%) 15,2 17,1 20,7
Proteina Bruta (%) 57,8 55,5 60,2
Grasa Bruta (%) 15,3 16,5 16,3
Cenizas (%) 4.4 29 41

Yema de huevo: yema de huevo pasteurizada (IGRECA SAS), Gelatina: PILARICA
S.A., Maltodextrina: PRAL S.A., Harina de pescado: COCERVA S.C., Harina de krill:
AKER SEAFOODS ANTARCTIC S.A..
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El ensayo se llevé a cabo durante dos semanas, donde los pulpos
fueron alimentados diariamente a las 9:00 h, con 1 - 2 % de su peso
corporal, y a las 13:00 h, el alimento no consumido se retir6 y peso
para poder calcular la ingesta diaria. Se aplicé a los datos un factor
de correccién de la desintegraciéon y la ganancia en humedad (FC)
de los piensos, de acuerdo con Cerezo Valverde et al. (2008).

El crecimiento y los pardmetros nutritivos fueron analizados
mediante un ANOVA one-way Yy la prueba de Newman-Keuls se
utilizé para evaluar las diferencias especificas entre los piensos con
niveles de significacion de p < 0,05 (Statgraphics, Statistical Graphics

System, Version Plus 5.1, Herndon, Virginia, USA).

4.2.3 RESULTADOS

Los piensos mostraron niveles de disgregacion insignificantes (0,9 %
en el caso de FMK) o muy bajos (3,32 y 4,25 % para los piensos K y
FM, respectivamente) después de 4 horas en agua. Esto indica una
buena estabilidad, con factores de correccién (FC) de 0,7509 (x
0,0055) para el pienso FM, 0,7333 (x 0,0054) para el pienso K y
0,7126 (£ 0,0162) para el pienso FMK.

Respecto a la aceptacion de los piensos, la del pienso K fue peor que
los demas, ya que solo tres de los siete animales presentaron una
ingesta diaria regular, provocando una variacion negativa de la
biomasa viva (-10,5 g), en oposiciéon al aumento observado en los

piensos FM y FMK (254 y 357 g, respectivamente). Lo que indica
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qgue el uso de krill gener6 rechazo por parte del pulpo, aunque esto

no fue asi cuando se mezclé con harina de pescado.

El valor promedio del incremento de peso (IP) obtenido por los tres
piensos fue de 54 g, 9,3 % de aumento con respecto al peso inicial,
donde destacan los valores correspondientes al pienso FMK (59 g,
aumento de 10 % del peso inicial) los cuales son ligeramente

superiores (Tabla 5).

Tabla 5. Pardmetros de crecimiento de los pulpos alimentados con los

piensos experimentales.

FM K FMK
IP (9) 50,90 + 15,90 52,33+20,53 59,00 +13,44
TAA(g/dia) 3,30+ 0,39 3,10+ 0,51 3,84 + 0,33
TAR (%/dia) 0,54 +0,04 0,58 + 0,06 0,62 +0,04
TCA (g/dia) 3,63+1,13 3,74 £ 1,46 4,21 + 0,96
TEC (%/dia) 0,52+0,14 0,67 +0,18 0,66 + 0,12
IEA (%) 101 + 23,80 116 + 30,72 106 + 20,11
IC 1,38 +£0,33 0,95+0,42 1,17 + 0,27

Los datos del grupo K corresponden a los pulpos que aceptaron el pienso. Valores
(FM (n=7), K (n=3), FMK (n = 9); media = ES) IP, incremento de peso; TAA, tasa
de alimentacion absoluta; TAR, tasa de alimentacion relativa; TCA, tasa de
crecimiento absoluta; TEC, tasa especifica de crecimiento; IEA, indice de eficiencia
alimentaria; IC, indice de conversion.

El indice de conversion (IC) de todos los piensos estudiados fue
bueno y oscil6 entre 1,4 - 0,9, demostrando la gran eficiencia de las
dietas secas en la alimentacion del pulpo.

El presente ensayo ha manifestado que el krill afecta a la aceptacion

del pienso pudiendo generar rechazo. El uso de yema de huevo y
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harina de pescado contribuy6 de alguna manera a camuflar el efecto
negativo del krill en la aceptacion del pulpo, ya que se observd un
aumento en la ingesta diaria (TAA) y el crecimiento diario (TCA)
cuando se utilizaron conjuntamente estas materias. Estos resultados
se pueden aplicar a la seleccién de los ingredientes para formular
futuros piensos secos, los cuales combinen una estabilidad en el
agua y buenos crecimientos, con adecuados perfiles nutricionales y

una buena aceptacion.



5. PRUEBAS DE ENGORDE Y OPTIMIZACION







5.1

Estudio del crecimiento y la eficiencia
alimentaria de Ocfopus vulgaris con
piensos secos.




PUBLICACION III:

Growth and feed efficiency of Ocfopus vulgaris fed on dry pelleted.
P. Querol, I. Gairin, G. Guerao, M. Jover & A. Tomas (2013)

Aquaculture Research doi:10.1111/are.12269
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5.1.1 INTRODUCCION

La investigacion actual para mejorar el crecimiento del pulpo con
dietas artificiales se centra en dos objetivos: encontrar potenciadores
del sabor, con el fin de evitar rechazos (Cerezo Valverde et al., 2008)
y cubrir las altas necesidades proteicas (balance de aminoacidos)
especialmente relevantes, ya que los pulpos son animales
exclusivamente carnivoros y utilizan este nutriente tanto como fuente
de energia, como para la creacion de tejidos (George-Zamora et al.,
2011; Cerezo Valverde et al., 2013).

El tipo de alimento natural que el pulpo ingiere durante su vida
salvaje se ha incorporado a las dietas artificiales en diferentes
formatos, con el objetivo de evitar rechazos y hacer las dietas mas
atractivas para el pulpo. Se han desarrollo estudios en esta linea
incorporando, calamar (Loligo gahi) (Garcia et al., 2010; Quintana et
al., 2008), (Lolliguncula brevis) (Rosas et al., 2007), boga (Cerezo
Valverde et al., 2008), camar6n (Palaemonetes varians) (Quintana et
al., 2008) o gambas (Hymenopenaeus muelleri) (Cerezo Valverde et
al., 2008).

Por otra parte, estudios muy recientes han evaluado la eficacia de la
yema de huevo como atrayente, tanto en piensos semi-humedos, con
un 54 % de aumento del peso inicial en 42 dias (Morillo-Velarde et al.
(2012a), como en piensos secos (Cap. 4.1 y 4.2), donde se vio la

buena aceptacién lograda gracias a la yema de huevo.
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Con el fin de continuar con el desarrollo de los piensos
extrusionados, con una formulacion adecuada para el pienso (Cap.
4.1y 4.2) que evita la disgregacion durante la ingesta (Garcia Garcia
& Cerezo Valverde, 2006; Fiorito & Gherardi, 1999), junto con una
textura adecuada gracias al uso conjunto de maltodextrina y gelatina
(Cap. 4.1), y vista la escasa aceptaciéon de los piensos realizados
s6lo con krill como fuente proteica y el buen crecimiento producido
por el pienso que mezclaba harina de pescado y harina de krill sin
reducir la aceptaciéon (Cap. 4.2), el siguiente paso consistird en
mejorar la formulacién de los piensos extrusionados. Por lo tanto, el
objetivo del presente estudio serd evaluar si el aumento de la
inclusiébn de harina de pescado con respecto a la harina de krill,
produce mejores resultados que un pienso con las mismas

proporciones de dichas harinas.

5.1.2 MATERIAL Y METODOS

Los ejemplares de pulpo (O. vulgaris) fueron capturados cerca de la
bahia de los Alfacs, en el Delta del Ebro, Espafa, durante abril de
2011. Se alojaron en el sistema abierto de agua de mar del Institut de
Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA). En la fase de
aclimatacion a las condiciones del laboratorio, fueron alimentados
con mugil y cangrejo (L. depurator) durante 10 dias antes del
comienzo de la prueba. Dieciocho pulpos con un peso similar (955,8

+ 85,5 g) fueron seleccionados para la prueba.

Se probaron dos piensos extrusionados (3FMK y FMK) realizados

con maltodextrina, gelatina, yema de huevo, harina de pescado y
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krill. La diferencia entre los piensos fue la relacion entre la harina de
pescado y la harina de krill, el pienso 3FMK contenia el triple de
harina de pescado que el pienso FMK.

Segun los resultados de algunos autores, la taurina es
particularmente alta en los tejidos de pulpo, con valores de 64 a 75 g
AA | kg proteina en O. vulgaris (Cerezo Valverde et al., 2013) y de 65
a 80 g AA / kg proteina en O. maya (George-Zamora et al., 2011).
Por ello, y con el fin de promover el crecimiento muscular, ambas

formulaciones contenian un 2 % de taurina (Tabla 6).

Tabla 6. Composicién (%) de las dietas experimentales.

FMK 3FMK
Yema de huevo 29,4 29,4
Gelatina 29,4 19,6
Maltodextrina 19,6 9,8
Harina de pescado 9,8 29,4
Harina de krill 9,8 9,8
Taurina 2 2

Yema de huevo: yema de huevo pasteurizada (IGRECA SAS), Gelatina: PILARICA
S.A., Maltodextrina: PRAL S.A., Harina de pescado: COCERVA S.C., Harina de krill:
AKER SEAFOODS ANTARCTIC S.A., Taurina: Sigma-Aldrich logistik.

Los piensos tenian un diametro de 1 cm y 4 - 5 cm de longitud, y se
fabricaron utilizando un extrusor semi-industrial; Clextral FC45 en el
Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal de la Universitat Politecnica

de Valéncia.

77



78

CapiTULO 5

Al otro grupo de pulpos se le aport6 alimento natural congelado (dieta
control), el cual consistia en mugil y cangrejo (L. depurator).

Los pulpos fueron separados en 3 grupos, 6 para cada dieta, y se
alojaron en tanques de fibra de vidrio individuales de 300 | de
volumen. Cada uno contenia un tubo de PVC como refugio. La
temperatura del agua fue de 19,2 + 1,3 °C, el caudal (600 I/h) fue
constante para mantener el oxigeno disuelto en 6,9 + 0,4 mg/l y la

salinidad a 37 %eo.

Durante las 6 semanas que duré la prueba, los pulpos que
consumian los piensos extrusionados fueron alimentados
diariamente a las 09:00 h, con una tasa de alimentacion del 1 - 2 %
de su peso corporal, y los pulpos que comian alimento natural fueron
alimentados con una tasa del 10 % de su peso corporal en el caso
del muagil y con una del 15 % en el caso del cangrejo. El alimento no
consumido se recogi6 a las 13:00 h, se sec0 y se pes0, para calcular
la ingesta diaria real. Se realizaron muestreos de peso cada 14 dias

para controlar su crecimiento.

La composicion proximal (humedad, proteina bruta, grasa bruta y
cenizas) de los piensos y los pulpos (glandula digestiva (GD) y
musculo) se analiz6 al inicio de la prueba, y de otros tres ejemplares

de cada grupo al final de la misma.

Para la composicion de la dieta control se analizaron por separado el
pescado entero y el cangrejo sin carcasa, y el valor final se bas6 en

la cantidad de dias que se aliment6 con cada tipo de alimento.
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La glandula digestiva se extrajo y se homogeneizé, y los tentaculos
(musculo) fueron cortados y triturados en trozos pequefos hasta que

se obtuvo una muestra homogénea.

Piensos, glandulas digestivas y musculo se analizaron de acuerdo a
los procedimientos de la AOAC (1997). La humedad se determin6
mediante el secado de la muestra en una estufa a 105 °C hasta peso
constante, las cenizas se obtuvieron por incineracién en un horno
mufla a 550 °C hasta peso constante, la proteina bruta (N x 6,25) por
el método de Kjeldahl después de una digestion acida (Kjeltec 2300
Analizador automatico, Tecator Hoganas, Suecia) y el contenido en
grasa bruta se extrajo con dietiléter (1043 Soxtec unidad de

extraccion, Tecator).

Se calcul6 la ingesta real de cada alimento, tras aplicar a los datos
un factor de correccion (FC) de acuerdo con Cerezo Valverde et al.
(2008).

El crecimiento y los parametros nutritivos fueron analizados
mediante un ANOVA one-way Y el test de Newman-Keuls se utilizo
para evaluar las diferencias especificas entre los piensos con un
nivel de significacion de p < 0,05 (Statgraphics, Statistical Graphics

System, Version Plus 5.1, Herndon, Virginia, USA).
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5.1.3 RESULTADOS

La composicion nutricional de los piensos se puede ver en la Tabla 7.
Los dos piensos extrusionados presentaron una humedad similar
(3FMK de 12,6 % y FMK del5 %) y elevado contenido de proteina
bruta (55 y 58 %, en peso seco), similares a los del alimento control
(57,2 %). Por otro lado, ambos piensos presentaron mayor contenido
en grasa bruta que la dieta control, 15y 21 % frente a 10 %.

Tabla 7. Composicién nutricional de las dietas experimentales (% materia seca).

CONTROL FMK 3FMK

Humedad (%) 78,2 15,0 12,6
Proteina bruta (%) 57,2 55,3 58,7
Grasa bruta (%) 11,0 15,0 21,7
Cenizas (%) 18,3 4.1 6,8

Los piensos FMK y 3FMK mostraron una gran cohesién y estabilidad
con porcentajes de disgregacion muy bajos en las pruebas
realizadas, siendo éstos de 5,47 % y 4,17 % de su peso seco inicial

después de 4 horas sumergidos en agua.

La tasa de supervivencia después de la prueba fue del 83 % (la
mortalidad se debi6 a escapes) y se observé una buena aceptacion
aparente de ambos piensos por parte de los pulpos. La dieta control
presenté un incremento de peso notablemente mas alto (1.258 @)
que los piensos experimentales (158 g con FMK y 296 g con 3FMK,
Fig. 19).
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Figura 19. Evolucién de los pesos de los distintos grupos.

El hecho de que el pienso 3FMK presentara practicamente el doble
de crecimiento que el pienso FMK se podria explicar por el mayor
consumo observado (Tabla 8, TAA = 9,15 g/dia respecto a 7,85
g/dia; TAR= 0,81 % respecto al 0,78 %).

Tabla 8. Parametros nutricionales y de crecimiento para cada grupo experimental.

CONTROL FMK 3FMK

IP (g) 1258+ 216,84° 158 +63,89° 296 + 97,92°
TCA (g/dia) 29,95 + 5,16° 3,76 + 1,52° 7,05 + 2,332
TEC (%l/dia) 1,98 +0,27° 0,37 £0,13° 0,63 + 0,212
TAA(g/dia) 132,8+9,19° 7,9+ 1,30° 9,2+ 2,352
TAR (%/dia) 8,35 + 0,24" 0,78+ 0,07° 0,81+0,18°
IEA(%) 22,5+ 3,03° 47,0+ 155° 77,7+ 22,46°
IGD (%) 6,35+ 1,17 5,36 + 0,96 5,56 + 1,51

Valores (n = 5); media + ES). IP, incremento de peso; TCA, tasa de crecimiento
absoluta; TEC, tasa especifica de crecimiento; TAA, tasa de alimentacion absoluta;
TAR, tasa de alimentacion relativa; |IEA, indice de eficiencia alimentaria; IGD, indice
de la glandula digestiva.
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La mayor ingesta de los pulpos alimentados con el pienso 3FMK,
propicié un TEC mas elevado (0,63 %/dia), traduciéndose este en un
aumento del 31 % sobre el peso inicial en 42 dias. De igual modo la
eficiencia alimentaria fue casi el doble para el pienso 3FMK, siendo
esta de 77,6 % frente a 47 % del pienso FMK.

Respecto a los pardmetros biométricos, no hubo diferencias
significativas en los valores de IGD entre los pulpos alimentados con

los piensos extrusionados y el grupo control (Tabla 8).

El andlisis de la composicion proximal de los pulpos (Tabla 9) mostré
gue los alimentados con piensos secos presentaron un porcentaje de
proteina y lipidos en el masculo similar a los observados en el grupo
control e inicial. El porcentaje de humedad, proteina y cenizas en la
glandula digestiva (GD) de los grupos 3FMK y FMK, fue
significativamente menor que en el control (P < 0,05). Otra diferencia
relevante, pero no significativa se observo en el nivel de grasa bruta
de la glandula digestiva, el cual fue considerablemente mayor en los
pulpos alimentados con piensos extrusionados que en los

alimentados con la dieta de control.
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Tabla 9. Composicién del musculo y de la glandula digestiva de los pulpos

alimentados con las dietas experimentales (%en himedo).

Inicial CONTROL FMK 3FMK
Musculo
Humedad (%) 81,40 82,02+ 1,18 84,10+159 82,66+ 1,38
Proteina bruta (%) 15,71 15,24+ 1,02 12,65 + 1,50 13,52+ 1,26
Grasa bruta (%) 0,14 0,21+0,16 0,31 +0,03 0,25 +0,12
Cenizas (%) 2,20 1,79+0,13 1,46 £ 0,32 1,4+0,23
GD
Humedad (%) 70,26  63,72+2,76° 59,99+1,19% 57,56+ 1,212
Proteina bruta (%) 18,74 19,98+ 1,06" 15,57 +0,85* 16,88 + 0,92%
Grasa bruta (%) 2,09 1,81+0,18 5,61 +1,75 3,78+ 1,31
Cenizas (%) 2,20 4,22+ 1,05 1,43 +£0,04° 1,23 +0,10°

(Los valores presentado en la tabla son la media tES, n=3).Valores en la misma

linea con diferente superindice son significativos. GD, glandula digestiva.

El presente estudio mostré6 que es posible realizar un engorde de

pulpos con piensos secos extrusionados durante un periodo

prolongado de tiempo, mostrando resultados de crecimiento que se

acercan a los obtenidos por dietas himedas y semi-humedas.

A pesar de que los piensos secos muestran cualidades favorables

para una produccioén industrial de la especie, es necesario optimizar

la composicién de éstos, asi como aumentar las ingestas, para

acercarse a los resultados de crecimiento deseados.
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5.2

Efecto de la inclusidn de harina de calamar en
piensos extrusionados para pulpo
(0. vulgaris).
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5.2.1 INTRODUCCION

En las pruebas anteriores (Cap. 4.2 y 5.1) se ha podido ver como la
mezcla de las fuentes proteicas harina de pescado y harina de krill
proporcionaba buenos resultados de crecimiento, sin embargo la
harina de krill como ingrediente proteico principal en la composicion
del pienso no aporta tan buenos resultados, cuando aparece (Cap.
4.2). Por ello, hay que buscar otras fuentes proteicas que agraden
mas al pulpo, como podria ser la harina de calamar.

Mientras que la harina de pescado es la principal fuente de proteina
por excelencia en la acuicultura, la harina de calamar presenta un
alto contenido en proteina y un buen balance de aminoacidos, mas
especificamente, contiene altas cantidades de arginina, el cual es
uno de los aminoacidos esenciales mas limitante para la alimentacion
de los cefal6podos, ya que es deficiente en las materias primas mas
comunmente utilizadas en la fabricacién de piensos marinos (Cerezo
Valverde et al., 2013). La inclusion de pota en dietas semi-himedas
para O. vulgaris se tradujo produjo altos crecimientos, 400 g en 42
dias (Morillo-Velarde et al., 2012a).

Asi, el presente estudio evalla el efecto de la inclusion de harina de
calamar en diferentes proporciones en dos piensos, sobre el
crecimiento, la digestibilidad y la composicién corporal del pulpo (O.

vulgaris).
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5.2.2 MATERIAL Y METODOS

Los pulpos (O. vulgaris) fueron capturados durante la primavera de
2012, en la bahia dels Alfacs del Delta del Ebro y fueron trasladados
a un sistema de agua de mar abierto en las instalaciones del IRTA
(Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaria) en Tarragona
(Espafa). Durante el periodo de aclimataciéon (10 dias) los
ejemplares fueron alimentados con cangrejo (C. mediterraneus) y no

se observé mortalidad.

Dieciocho ejemplares distribuidos en tres grupos (seis por grupo)
fueron colocados en tanques rectangulares de fibra de vidrio de 300
[, los cuales contenian tubos de PVC como refugios. La temperatura
del agua fue de 20,3 + 1,2 °C, y el flujo de agua (600 I/h) fue
constante para mantener el oxigeno disuelto en 7,1 + 0,3 mg/l y la
salinidad a 37 %.. Dos grupos fueron alimentados con piensos
experimentales, FMS y 3FMS, y el grupo de control se alimenté 4
dias con cangrejo (C. mediterraneus) y 2 dias con boga. Durante los
28 dias que dur6 la prueba, los pulpos se alimentaron diariamente
(de lunes a sdbado) con los piensos artificiales a las 9:00 h y a las
15:00 h, y el alimento no consumido era recogido a las 13:00 h y las
19:00 h. El hecho de que la cantidad diaria de alimento se divididera
en dos tomas, fue para evitar que los pulpos sélo prestaran atencion
a uno de los dos pellets, ya que si el pulpo no coge la comida cuando
es administrada, ya no la consume. De este modo se asegur6 que el
pulpo capturara toda la dosis diaria. El grupo de control se aliment6

sé6lo una vez al dia, a las 9:00 h.
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Los pulpos se pesaron individualmente cada 14 dias. Durante los
altimos 10 dias del experimento se recolectaron las heces de los tres
tratamientos con un salabre y tras la eliminacion del agua, se

congelaron hasta que se realizo el andlisis.

Los piensos extrusionados eran pellets cilindricos (1 cm de didmetro
y 4 - 5 cm de longitud) preparados en el Instituto de Ciencia y
Tecnologia Animal de la Universitat Politécnica de Valéncia,
utilizando un extrusor semi-industrial; Clextral FC45. La diferencia de
composicion entre las dos piensos fue la relacion entre la harina de
pescado y la harina de calamar: el pienso 3FMS contenia el triple de
harina de pescado que de calamar, mientras que el pienso FMS

contenia el mismo porcentaje de ambas harinas. (Tabla 10).

Tabla 10. Composicidn (%) de las dietas experimentales.

FMS 3FMS
Yema de huevo 29,4 29,4
Gelatina 19,6 19,6
Maltodextrina 9,8 9,8
Harina de pescado 19,6 29,4
Harina de calamar 19,6 9,8
Taurina 2 2

Yema de huevo: yema de huevo pasteurizada (IGRECA SAS), Gelatina: PILARICA
S.A., Maltodextrina: PRAL S.A., Harina de pescado: COCERVA S.C., Harina de
calamar: Max Nollert®, Taurina: Sigma-Aldrich logistik.
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Al igual que en capitulo anterior (Cap. 5.1), y con el fin de promover
el crecimiento muscular, ambas formulaciones contenian 2 % de

taurina.

El uso harina de pescado y de calamar en los piensos, ademas de
ser una fuente de proteina animal ampliamente utilizada en la
acuicultura, es rica en los aminoacidos presentes en la carne del
pulpo (Villanueva et al., 2004; Cerezo Valverde et al.,, 2013). La
arginina, lisina y leucina son los principales aminoacidos esenciales
en los cefalépodos, y los principales aminoacidos no esenciales, la
glutamina y el aspartato (Tabla 11), los cuales estan en nivel
adecuado en la harina de pescado y calamar. La composicion de
aminoacidos de las materias primas en la dieta control (la boga vy

cangrejo), estan incluidos en la misma Tabla.
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Tabla 11. Contenido en aminoacidos de las materias primas

(g de AA /100 g de muestra(materia seca)).

Harina Harina Cangrejo  Boga

pescado calamar

Esenciales

Arginina 5,86 6,62 5,88 7,35
Histidina 4,95 1,27 1,41 2,77
Isoleucina 3,40 1,47 1,82 3,88
Leucina 6,55 3,42 3,04 7,06
Lisina 6,01 2,80 3,32 8,80
Metionina 2,30 0,90 0,87 2,46
Fenilalanina 3,73 1,88 1,94 2,98
Treonina 3,55 1,85 2,29 4,19
Valina 3,88 2,17 2,11 4,42
No esenciales

Alanina 4,32 4,63 2,88 5,51
Aspartato 6,97 4,01 4,55 10,11
Cisteina 0,56 3,42 1,22 2,48
Glicina 1,02 10,73 2,85 4,51
Glutamina 9,99 9,08 6,03 14,61
Prolina 2,87 5,14 2,52 3,01
Serina 3,41 2,30 2,01 4,22
Tirosina 2,67 1,07 1,88 2,58

Harina de pescado: COCERVA S.C., Harina de calamar: Max Nollert®, Cangrejo:
Carcinus mediterraneus, Boga: Boops boops.

En cuanto a la composicién nutritiva de los piensos extrusionados,
fue de un 60% en proteina bruta y en torno al 21 % grasa bruta en

materia seca (Tabla 12). La composicién nutricional de la dieta
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control se calculé de acuerdo a la proporcion suministrada de
cangrejo y el pescado y consistié en un 70 % de proteina bruta y un
12 % de grasa bruta.

Tabla 12. Composicién en macronutrientes de las dietas (% materia seca).
CONTROL FMS 3FMS

Humedad (%) 76,5 18,6 13,4
Proteina bruta (%) 71,1 60,8 61,5
Grasa bruta (%) 12,8 20,1 21,4
Cenizas (%) 15,3 7,0 6,3

Al final de la prueba de alimentacion la mitad de los pulpos de cada
grupo fueron analizados enteros, y de la otra mitad se analizaron por
separado musculo y glandula digestiva. La glandula digestiva se
extrajo y se homogenizé, los brazos (musculo) y los pulpos enteros,

fueron troceados y mezclados hasta lograr muestras homogéneas.

Los piensos, glandulas digestivas, tentaculos y pulpos enteros fueron
analizados de acuerdo con la metodologia de la AOAC (1997).
Procedimientos: materia seca (105 °C hasta peso constante), cenizas
(incinerados a 550 °C hasta peso constante), proteina bruta (N x
6.25) por el método de Kjeldahl después de una digestién acida
(Kjeltec 2300 Auto Analyser, Tecator Hoganas, Suecia) y la grasa
bruta se extrajo con dietiléter (unidad de extracciébn Soxtec 1043,

Tecator).

El coeficiente de digestibilidad aparente de los dos piensos artificiales

se determind por el método Cenizas insolubles en &cido (Atkinson et
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al., 1984), a partir del estudio del pienso y de las heces recogidas
durante la prueba con un salabre, las cuales una vez secas fueron

congeladas hasta el andlisis.

El perfil de amino&cidos de las principales materias primas y los
piensos, se analizé de acuerdo con Bosch et al. (2006), utilizando un
sistema de HPLC Waters (Waters 474, Waters, Milford, MA, EE.UU.)
que consta de dos bombas (Modelo 515, Waters), un auto
muestreador (Modelo 717, Waters), un detector de fluorescencia
(Modelo 474, Waters) y un médulo de control de la temperatura. El
acido aminobutirico fue afiadido como patrén estandar interno antes
de la hidrdlisis. Los aminoacidos fueron derivatizados con 6-
aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo carbamato (AQC). La metionina
y la cisteina se determinaron por separado como metionina sulfona y
acido cisteico después de la oxidacién con acido perférmico. Los
aminoacidos se separaron con una columna de fase inversa C-18
(Waters Acc. Tag 150 mm x 3,9 mm) y luego se transformaron en

metionina y cisteina.

La ingesta real se estim6 después de aplicar un factor de correccion
(FC), de acuerdo con Cerezo Valverde et al. (2008).

El crecimiento y los parametros nutritivos fueron analizados
mediante un ANOVA one-way y la prueba de Newman-Keuls se
utilizé para evaluar las diferencias especificas entre los piensos con
niveles de significacion de p < 0,05 (Statgraphics, Statistical Graphics

System, Version Plus 5.1, Herndon, Virginia, USA).
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5.2.3 RESULTADOS

El presente ensayo se limit6 a 28 dias debido a un notable e
inesperado incremento en la temperatura del agua de la bahia (24
°C) que provoc6 una caida importante en la ingesta.

La Figura 20 muestra la evolucién de los pesos de los pulpos
alimentados con los tres tratamientos. Los animales alimentados con
piensos extrusionados presentan comportamientos similares,
mientras que el crecimiento del grupo de control fue mucho mas alto
(659 frente a 124 y 143 g).

1400 -
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1300 -
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1100 - 3FMS

=——FMS
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700 o * —&
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500

0 14 28
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Figura 20. Evolucién del peso de los pulpos a lo largo de la prueba.

La tasa especifica de crecimiento obtenida con ambos piensos fue
idéntica (0,69 %/dia). Y mientras que la ingesta fue superior en el
caso del pienso FMS (7,3 frente a 6,3 g/dia), el indice de eficiencia

del alimento fue mas elevado en el caso del pienso 3FMS (76,9
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frente a 62,9), lo que provoc6é que ambos parametros se
compensasen produciendo idénticos TEC (Tabla 13).

El grupo control presento una mayor ingesta de alimento diario (47,4
g/dia), siendo la ingesta de proteica diaria de 7 g/dia, duplicando la
de los grupos FMS y 3FMS, lo que pudo limitar el crecimiento de
éstos. La cantidad de ingesta de lipidos de los tres grupos fue muy

similar, entre 1,1 - 1,5 g/dia.

Tabla 13. Parametros nutricionales y de crecimiento para cada grupo experimental.

CONTROL FMS 3FMS
IP (q) 659 +104,28, 124 +19,31° 143 £ 102,75
TCA (g/dia) 23,54 + 3,72 4,41 + 0,96 5,09 + 3,67°
TEC (%/dia) 2,53 +0,63" 0,69 + 0,162 0,69 + 0,42°
TAA(g/dia) 47,4 +10,71° 7,3+ 1,69 6,3 + 2,40°
TAR (%/dia) 4,53 + 0,29 1,10 + 0,05 0,82 + 0,15
IEA(%) 54,0 + 15,24° 62,9+17,80° 76,9 + 43,72
IGD (%) 6,18 + 0,51 5,33 + 0,62 5,82 + 0,61

(media £ ES, n= 6). IP, incremento de peso; TCA, tasa de crecimiento absoluta;
TEC, tasa especifica de crecimiento; TAA, tasa de alimentacion absoluta; TAR, tasa
de alimentacion relativa; IEA, indice de eficiencia alimentaria; IGD, indice de la
glandula digestiva.

El perfil de aminoacidos de los piensos extrusionados parece ser
apropiado para los requisitos de pulpo, ya que el porcentaje de los
principales aminoacidos esenciales (arginina, lisina y leucina) y
aminoacidos no esenciales (glutamina y aspartato) fueron mas
elevados que los aportados por el alimento natural, (Tabla 14). Dado

que la composicidbn nutricional en cuanto a aminoacidos fue
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adecuada, el bajo crecimiento comparado con el alimento natural se

debi6 presumiblemente a un menor consumo general del alimento.

Tablal4. Contenido en aminoacidos de las distintas dietas

(g de AA /100 g de muestra(materia himeda)).

CONTROL FMS 3FMS
Esenciales
Arginina 1,57 3,88 4,13
Histidina 0,34 1,34 1,84
Isoleucina 0,42 1,22 1,53
Leucina 0,81 2,49 3,03
Lisina 0,79 2,46 3,02
Metionina 0,22 0,78 0,99
Fenilalanina 0,48 1,48 1,81
Treonina 0,53 1,41 1,71
Valina 0,54 1,60 1,92
No esenciales
Alanina 0,92 3,54 3,81
Aspartato 1,10 3,24 3,83
Cisteina 0,54 0,78 0,54
Glicina 1,56 6,73 6,26
Glutamina 1,85 5,59 6,16
Prolina 0,92 6,20 6,49
Serina 0,54 1,79 2,07
Tirosina 0,39 0,80 1,04

El efecto de los piensos en la composicién corporal de los pulpos se
puede ver en la Tabla 15. El contenido de humedad muscular fue de

un 80 % sin diferencias significativas entre tratamientos. Los dos
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piensos extrusionados mostraron una humedad en glandula digestiva
similar, con valores significativamente mas bajos que los del grupo
control (61,7 % frente al 57,8 y el 59,5 % de FMS y 3FMS,
respectivamente). Por otro lado, los pulpos alimentados con el pienso
3FMS presentaron contenidos de humedad mas bajos.

La proteina del musculo varié del 14 al 17 %, la proteina de la
glandula digestiva varié entre un 15 % y un 24 % y la de los pulpos
enteros fue de 13 al 18 %, mostrando el grupo control diferencias

estadisticas, con los valores mas altos.

Los dos piensos artificiales fueron casi idénticos en términos de
composicion del muasculo y la glandula digestiva, pero fueron

significativamente diferentes en términos de pulpo entero.

Mientras que los tres tratamientos produjeron resultados similares de
grasa en el musculo y en los pulpos enteros, los pulpos alimentados
con los piensos artificiales presentaron niveles de lipidos
considerablemente més altos en la glandula digestiva (20,8 y 19,4 %
para el FMS y 3FMS, respectivamente), siendo practicamente el

doble del valor producido por el alimento natural (9,8 %).

En lo referente a la digestibilidad de las dietas, el coeficiente de
digestibilidad aparente (CDA) de la materia seca fue ligeramente
superior para el pienso 3FMS (89 % frente al 86,9 % del pienso
FMS). No se pudo calcular el CDA para el grupo control debido a
problemas en la conservacion del alimento natural durante el

transporte, pero ésta oscila alrededor del 95% (Mazon et al., 2007).
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Tabla 15. Composicién proximal del muasculo, la glandula digestiva y corporal

de los pulpos alimentados con las dietas experimentales (% materia hUmeda).

98

CONTROL FMS 3FMS
Mdusculo
Humedad (%) 80,17+0,34 81,52+1,46 81,40+0,94
Proteina bruta (%) 16,56 + 0,39% 14,76 + 1,12° 14,27 +0,25"
Grasa bruta (%) 047+0,09 050+0,08 0,52+0,22
Cenizas (%) 1,95+0,09 222+020 1,92+0,09
GD
Humedad (%) 61,70 + 1,38* 57,83 +0,50° 59,50 + 1,00°
Proteina bruta (%) 23,77 +0,20*° 15,95+ 1,55° 16,20 + 1,49"
Grasa bruta (%) 9,81+1,81* 20,86+ 2,04 19,36+ 0,88"
Cenizas (%) 1,63+0,11 1,40+0,14  1,46+0,05
Pulpo entero
Humedad (%) 78,36 £ 0,84* 78,92+ 1,04* 82,15+ 1,10
Proteina bruta (%) 17,54 +0,52*° 15,86+0,28" 13,80+ 1,03°
Grasa bruta (%) 1,33+£0,21 1,70+ 0,42 0,99+0,61
Cenizas (%) 201+0,19 1,93+0,14  1,74+0,02

(Media +ES, n=3) Valores en la misma linea con diferente superindice presentan
diferencias significativas.

Los resultados ponen de manifiesto la posibilidad de utilizar mezclas
de harina de pescado y harina de calamar en la fabricacion de
piensos secos para el pulpo. Los crecimientos de los pulpos

alimentados con los piensos secos fueron considerables,

presentando una buena aceptacion y altos coeficientes de

digestibilidad de la materia seca. Sin embargo se observé un
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engrasamiento de

la glandula digestiva, con respecto a los

alimentados con la dieta natural.
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5.3

Efecto del nivel de la yema de huevo en
piensos extrusionados sobre el crecimiento y
la composicion corporal del pulpo

(0. vulgaris).
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5.3.1 INTRODUCCION

En el anterior estudio de la presente tesis doctoral se observé cémo
los piensos probados producian una buena aceptacion, pero también
un aumento excesivo de la cantidad de lipidos acumulados en la
glandula digestiva (Cap. 5.2) lo cuales, dependiendo del tipo de los
mismos, puede producir problemas en la aceptacion y el crecimiento
(Morillo-Velarde et al., 2014), reduciendo el crecimiento. Los lipidos
se acumulan principalmente en forma de triglicéridos y colesterol,
quienes tienen un papel méas estructural a nivel celular que como
fuente de energia (Morillo-Velarde et al., 2012b). Esto, unido al hecho
de que el pulpo digiere mal los piensos con altos contenidos lipidicos
(la yema de huevo tiene un nivel de grasa del 53 % en peso seco), y
de que el alimento debe ser rico en proteina de alta calidad, se
planted la presente prueba, donde se compararon dos piensos secos
extrusionados (H10 y H20) con menores cantidades de yema de
huevo (10 % y 20 % respectivamente) de las utilizadas en capitulos
anteriores (30 %) y mezclando las diferentes ingredientes proteicos

usados en ensayos anteriores (Cap. 5.1y 5.2).

5.3.2 MATERIAL Y METODOS

Los ejemplares de pulpo de roca fueron capturados en las costas de
les Cases d"Alcanar (Tarragona) y transportados a las instalaciones
del IRTA (San Carles de la Rapita) en el otofio del 2012. Fueron
alojados en un sistema abierto de agua de mar, en tanques
individuales de fibra de vidrio de 300l de volumen, los cuales

contenian una seccién de tubo de PVC como refugio. La temperatura

103



104

CapiTULO 5

media del agua fue de 18,5 + 0,9 °C y el caudal fue constante (600
I/lh para mantener el oxigeno disuelto en 7,0 + 0,6 mg/l y la salinidad
a 37 %eo.

Tras una fase de adaptacion (7 dias), donde los 18 pulpos fueron
alimentados con cangrejo (L. depurator), comenzé la fase
experimental de 4 semanas. Los pulpos se alimentaron diariamente
(de lunes a sabado) en dos tomas, a las 9:00 hy a las 15:00 h, y el

alimento no consumido era recogido a las 13:00 h y las 19:00 h.
Se ensayaron tres dietas: dos piensos extrusionados (Tabla 16) con
dos proporciones distintas de yema de huevo (10% y 20%), y una

dieta control a base de cangrejo (L. depurator) y boga.

Tabla 16. Composicion de las dietas experimentales (%).

H20 H10
Yema de huevo 20 10
Gelatina 10 10
Maltodextrina 10 10
Harina de Pescado 15 15
Harina de Kiill 20 25
Harina de Calamar 20 25
Taurina 2,5 2,5
Vitaminas 2,5 2,5

Yema de huevo: yema de huevo pasteurizada (IGRECA SAS), Gelatina: PILARICA
S.A., Maltodextrina: PRAL S.A., Harina de pescado: COCERVA S.C., Harina de krill:
AKER SEAFOODS ANTARCTIC S.A., Harina de calamar: Max Nollert®, Taurina:
Sigma-Aldrich logistik y Vitaminas: Skretting Espafia S.A.
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Las piensos presentaron unos valores nutricionales muy similares
entre ellos (Tabla 17), con una mayor cantidad de grasa en el pienso
H20, ya que contenia un 10 % méas de yema de huevo que la dieta
H10.

Tabla 17. Composicién nutricional de las dietas (% matreria seca).

CONTROL H20 H10
Humedad (%) 76,4 18,2 20,5
PB (%) 74,2 57,3 56,5
GB (%) 12,7 12,3 7.3
Cenizas (%) 12,9 6,8 7.3

La composicién nutricional de los piensos, alimento natural, pulpo
inicial y pulpos (musculo y glandula digestiva), fue analizada al final
de prueba siguiendo la metodologia descrita por la AOAC (1997). La
ingesta real se calculé aplicando un factor de correccion (FC) a los

restos no ingeridos de acuerdo con Cerezo Valverde et al. (2008).

Diariamente fueron recogidas y congeladas las heces de los distintos
tanques, a fin de poder obtener la digestibilidad de las dietas, una

vez terminada la prueba.

Los resultados de los parametros de crecimiento y la composicion
nutricional fueron analizados estadisticamente con StatGraphics Plus
5.1 (Copyright 1994-2001, Statistical Graphics Corp.). Para estudiar
las diferencias existentes entre las variables paramétricas de los

tratamientos aplicados, se realizé6 una ANOVA one-way empleando el

105



106

CapiTULO 5

test de Newman-Keuls para la comparacion de medias individuales,
con un nivel de significacion de P < 0.05.

5.3.3 RESULTADOS

Los piensos mostraron niveles de disgregacion muy similares a los
trabajos anteriores (4 - 7 % después de 4 horas en agua), lo que
indica una buena estabilidad, con factores de correccion (FC) de
0,7388 (+ 0,0036) para el pienso H20 y de 0,8165 (+ 0,0062) para el
pienso H10.

Tras las 4 semanas de experimento se obtuvieron claras diferencias
entre las tres dietas respecto a la evolucién del peso (Figura 21),
siendo el de la dieta natural muy superior al obtenido con las dietas

artificiales.
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Figura 21. Evolucién del peso medio de los pulpos a lo largo de la prueba.
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Los pulpos alimentados con el pienso H20 presentaron un
incremento de 122 g, mientras que los alimentados con el pienso
H10 mostraron un claro rechazo al pienso, produciendo una ingesta
irregular durante la prueba, por lo que al final perdieron peso (-88 g).

Tabla 18. Parametros nutricionales y de crecimiento para cada grupo

experimental.

CONTROL H20 H10
Peso Inicial ()  781+39,82 754,16 + 37,33 803 + 40,32
IP (q) 690 +49,89° 122 +44,11° -88+ 24,57°
TCA (g/dia) 24,64 +1,78° 3,36+ 1,57 -3,14 +0,87°
TEC (%/dia) 2,25+ 0,01° 0,39 +0,17° -0,44+0,13%
TAA(g/dia) 51,79 + 3,80 7,57 £ 0,76 3,97+ 0,98
TAR (%/dia) 4,58 +0,19° 0,93+ 0,06" 0,51 + 0,09%
IEA (%) 48,25+4,00 65,09+ 13,82
IGD 5,84 + 0,29° 3,08 + 0,41" 1,88 + 0,35°

Los datos representan la media + ES (n= 6). IP, incremento de peso; TCA, tasa de
crecimiento absoluta; TEC, tasa especifica de crecimiento; TAA, tasa de
alimentacion absoluta; TAR, tasa de alimentacion relativa; IEA, indice de eficiencia
alimentaria; IGD, indice de la glandula digestiva.

El crecimiento con la dieta control fue mucho mayor, 690 g en las 4
semanas de experimento, casi 25 g/dia, mientras que con el pienso
H20 fue alrededor de 3,5 g/dia y con el pienso H10 perdieron 3 g/dia

(Tabla 18).

Los valores TEC reflejan la escasa ingesta observada por los pulpos
alimentados con el pienso H10, siendo la tasa especifica de

crecimiento negativa frente a 0,39 %/dia obtenido por el pienso H20.
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Sin embargo, la eficiencia del alimento fue mayor en el caso del
pienso extrusionado H20, aunque sin presentar diferencias

significativas, con respecto a la dieta control.

En cuanto al indice de la glandula digestiva, se produjeron
diferencias significativas entre los tres tratamientos, debido
presumiblemente a la diferencia entre las ingestas registradas por los
tres grupos experimentales, siendo mayor en el caso de los pulpos

alimentados con la dieta control.

El pienso H20 present6 unos resultados elevados de digestibilidad de
los macronutrientes (Tabla 19), donde destacé la elevada
digestibilidad de la grasa bruta. No se pudo realizar el estudio de la
digestibilidad del pienso H10 por la falta de heces debido a la escasa

alimentacion.

Tabla 19. Digestibilidad de los macronutrientes de las dietas experimentales.

H20 Cangrejo Boga
CDys (%) 83,4 94,4 94,4
CDgs (%) 87 98,6 95,8
CDgs (%) 98,5 100 57,1

CDuws, coeficiente de digestibilidad aparente de la materia seca; CDpg, coeficiente de
digestibilidad aparente de la proteina bruta; CDgg, coeficiente de digestibilidad
aparente de la grasa bruta.

El andlisis proximal del musculo y la glandula digestiva se muestra en
la Tabla 20. No se observaron diferencias significativas en el musculo
de los pulpos entre los piensos secos y la dieta natural, sin embargo,

la glandula digestiva presentd diferencias en cuanto a su contenido
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proteico y lipidico, siendo significativamente superiores en los pulpos

alimentados con la dieta natural.

Tabla 20. Composicién nutricional del musculo y la glandula digestiva segun

la dieta (% materia himeda).

Inicial CONTROL H20 H10
Mduasculo
Humedad (%) 81,51 81,94 +1,06 83,66+0,96 82,69+ 1,06
PB (%) 14,85 13,70+1,79 12,39 +1,64 13,38+ 1,76
GB (%) 0,08 0,34+0,06 0,41+0,08 0,39 0,09
Cenizas (%) 2,10 2,08+0,05 2,21+0,07 1,85+0,16
Glandula digestiva
Humedad (%) 72,48  62,07+1,78" 68,17+1,78" 74,57+ 2,30
PB (%) 17,98  19,89+0,75° 14,66 +0,75° 16,42 + 0,98
GB (%) 1,19 3,16+0,29° 1,41 +0,29° 1,11 +0,38°
Cenizas (%) 2,35 1,63+0,09° 2,02+0,09° 1,63+0,09°

(media + ES, n=6). Valores en la misma linea y diferente superindice son

significativos.
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6.1 ELABORACION Y ACEPTACION DE PIENSQS EXTRUSIONADOS

La produccion industrializada de pulpo, precisa de una dieta artificial,
que cumpla con las necesidades nutritivas y econdomicas. Los
estudios llevados a cabo hasta la realizacién de la presente tesis
doctoral, abarcan desde engordes realizados con alimento natural
(Garcia Garcia & Aguado Giménez, 2002; Garcia Garcia & Cerezo
Valverde, 2004, 2006; Miliou et al., 2005; Rodriguez et al., 2006;
Mazén et al., 2007; Pham & Isidro, 2009; Prato et al.,, 2010;
Estefanell et al., 2011b), a piensos himedos y semi-himedos
formulados con materias primas en forma de harinas (Garcia et al.,
2011; Morillo-Velarde et al., 2012a; Petza et al., 2011). Sin embargo,
el engorde de pulpo alimentado con piensos extrusionados estaba

aun sin explorar.

Para poder plantearse un engorde de pulpo con piensos
extrusionados, previamente habia que considerar ciertas
modificaciones, ya que los piensos extrusionados que hay en el
mercado estan pensados para la alimentaciéon de peces, y presentan
unas caracteristicas fisicas muy diferentes. La flotabilidad, dureza y
gomosidad, son parametros que se deben de modificar para poder
llevar a cabo estudios sobre la correcta formulacion de los piensos
(Garcia Garcia & Cerezo Valverde, 2006). En dietas humedas, ya se
ha estudiado diversos aglomerantes (Cerezo Valverde et al., 2008,
2012; Estefanell et al.,, 2011a, 2012; Garcia et al., 2011; Garcia-
Garrido et al.,, 2011; Quintana et al., 2008; Morillo-Velarde et al.,
2012a, 2013) los cuales proporcionan al pienso una textura y dureza

mas apropiada para el manejo del pulpo.
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La maltodextrina es uno de los aglomerantes mas empleados en la
realizacion de piensos secos extrusionados (sobre todo en el caso de
los piensos de pulpo, que estdn compuestos por materias primas con
bajo contenido en carbohidratos), ya que gracias a las altas
temperaturas y presiones a las que se ve sometida la mezcla durante
la fabricacion de los piensos, el almidén sufre un proceso de
gelatinizacién, proporcionando una mayor cohesion al pienso

resultante.

Por lo tanto, y como se observa en la siguiente figura las pruebas
llevadas a cabo en la presente tesis doctoral (Figura 22) comenzaron
por estudiar el efecto de la maltodextrina de forma individual o junto
con gelatina, en piensos sencillos (Cap. 4.1), debido a los buenos
resultados obtenidos con este aglomerante en anteriores trabajos
(Cerezo Valverde et al.,, 2008; Rosas et al., 2008; Garcia et al.,
2010).

La combinacién de maltodextrina y gelatina tuvo como consecuencia
una disgregacion despreciable del pienso tras 4 h sumergido en
agua, mientras que el uso de maltodextrina como Unico aglomerante
ocasiond disgregaciones superiores al 12 %. La disgregacion de un
pienso es un parametro muy importante a considerar, ya que el pulpo
manipula el pienso durante la alimentacion, desmenuzandolo y
sifonandolo mientras lo ingiere. Si el alimento se disgrega faciimente,

el porcentaje de alimento ingerido disminuye.
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Figura 22. Evolucion de los trabajos realizados en la presente tesis doctoral.

Posteriormente, se comprobé que la mezcla de maltodextrina y
gelatina, era eficaz en cuanto a cohesion y estabilidad del pienso
(Cap. 4.2), presentando disgregaciones inferiores al 5 % en los tres
piensos extrusionados.

Desde el comienzo de los estudios de aceptacion se tuvo especial
cuidado en elaborar piensos que tuvieran una buena presentacion,
es decir, que no tuvieran superficies rugosas o granuladas, ya que
podrian producir rechazo, y mas importante aun, que tuvieran un
sabor apetecible. Para ello, se estudio el uso como atrayente de una
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materia prima probada con muy buenos resultados en dietas semi-
humedas, la yema de huevo que fue probada por primera vez, en un
estudio con piensos semi-himedos de composicion sencilla (agua,
gelatina y yema) (Morillo-Velarde et al., 2013). Posteriormente, fue
incluida en la formulacion de piensos semi-humedos, realizados con
alacha y pota aglutinados con gelatina, obteniendo eficiencias muy
altas, superiores al 97 % y una tasa del crecimiento especifico de 1
%/dia (Morillo-Velarde et al., 2012a).

En la presente tesis doctoral, el uso de yema de huevo como Unico
ingrediente, a parte de los aglomerantes (gelatina y maltodextrina;
MYG, Cap. 4.1), obtuvo aceptaciones del 100 %. La yema de huevo
demostr6 tener un elevado poder atrayente para el pulpo, ya sea en
formato de piensos semi-himedos (Morillo-Velarde, 2013) como en

los piensos secos extrusionados (Cap. 4.1y 4.2).

Tras obtener una formulacién estable y con buena aceptacion, el
siguiente paso fue estudiar el efecto que producia la inclusién de
fuentes proteicas como la harina de pescado y la harina de Kkrill
(contenido en proteina superior al 60 %) en la aceptacion y el
crecimiento. Se pudo observar cémo el pienso realizado con harina
de krill como Unica fuente proteica (K) gener6 rechazo en 4 de cada 7
pulpos, al igual que se ha observado en previos estudios con piensos
gue contenian krill (Lopez et al., 2009). El uso de la yema de huevo
no funcion6 en el caso de un pienso con Unicamente krill (Cap. 4.2),
pero el uso conjunto de yema de huevo y harina de pescado (FMK)
proporciond un sabor lo suficientemente diferente para que la

presencia de krill no ocasionara rechazo. Este aumento en la
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ingestién con el pienso FMK produjo buenos crecimientos (0,66
%l/dia), mejorando sensiblemente los obtenidos en la prueba anterior
(0,57 %l/dia; Cap. 4.1), y una eficiencia alimentaria superior al 100 %
(Cap. 4.2), posiblemente debido a su mayor contenido proteico.

Los resultados obtenidos en ambos experimentos (Cap. 4.1 y 4.2),
presentaron datos de crecimiento muy similares (50-60 g de
incremento de peso), siendo el pienso compuesto por gelatina y
maltodextrina como aglutinantes, yema de huevo como atrayente, y
harina de pescado y de krill como fuentes proteicas (FMK), el que
presentd mayor IP (aumento de 10,16 % del peso inicial). Teniendo
en cuenta que ambos ensayos no eran pruebas de engorde, la
comparacion con dietas humedas previamente probadas, refleja
resultados positivos, ya que se lograron crecimientos mayores a los
presentados por Cerezo Valverde et al. (2008) y Garcia et al. (2010),
donde no se alcanzaron crecimientos superiores al 6 % del peso

inicial en pruebas con el doble de duracion.

Estos resultados obtenidos en la presente tesis Doctoral suponen un
avance a estudios previos llevados a cabo con O. maya alimentado
con piensos extrusionados, donde se observaron crecimientos
negativos (-11,4 % del peso inicial) después de 40 dias de ensayo

(Domingues et al., 2007).

El resultado mas destacado de estos ensayos de aceptacion, es el
bajo indice de conversion, que de forma l6gica presentan las dietas
extrusionadas, siendo de 1,17 en el pienso FMK. Este valor fue

inferior a los observados en ensayos con dietas humedas (7,2;
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Cerezo Valverde et al. (2008), 1,9; Estefanell et al. (2011a)) y en
ensayos con alimento fresco (2,6 y 3,3; Pham & Isidro (2009)). Lo
cual unido a los buenos resultados de crecimiento supuso un punto

de partida para pruebas posteriores.

6.2 CRECIMIENTO DE O. VULGARIS ALIMENTADO CON DIETAS
EXTRUSIONADAS

A partir de los resultados obtenidos en las pruebas de aceptacion, se
realizaron pruebas de engorde, manteniendo la base del pienso del
capitulo 4.2 (FMK), pero intentando mejorar la formulacion del mismo

para obtener una eficiencia alimentaria mejor (Tabla 21).

El nivel de yema de huevo se mantuvo en un 30 % hasta la Ultima
prueba de engorde, asegurando una aceptacion del 100 %. Y en lo
referente a los aglomerantes utilizados a lo largo de la fase
experimental, los niveles mas adecuados fueron 10 % de
maltodextrina y 20 % de gelatina. Estas cantidades proporcionaron al
pienso la textura y dureza adecuada para la alimentacién del pulpo,
sin presentar disgregaciones superiores al 6 %, en cualquiera de los
piensos probados (Cap. 5.1 y 5.2). Estos resultados mejoran
sensiblemente los datos de cohesion obtenidos en dietas humedas
(Cerezo Valverde et al., 2008) y semi-himedas (Morillo Velarde et
al., 2012a), donde las disgregaciones fueron del 12 % y de 11-18 %
respectivamente, debido posiblemente a la utilizacion de
maltodextrina y la menor cantidad de agua en la realizacién (Tabla
21).
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Tabla 21. Resumen de las piensos probados durante las pruebas de engorde.

Capitulo 5.1 Capitulo 5.2 Capitulo 5.3

FMK 3FMK FMS FMK 3FMK FMS
Yema Huevo 29,4 29,4 29,4 29,4 20 10
Gelatina 29,4 19,6 19,6 19,6 10 10
Maltodextrina 19,6 9,8 9,8 9,8 10 10
Harina Pescado 9,8 29,4 19,6 29,4 15 15
Harina Krill 9,8 9,8 0 0 20 25
Taurina 2 2 2 2 25 2,5
Harina Calamar 0 0 19,6 9,8 20 25
Humedad (%) 15 12,6 18,6 13,4 18,2 20,5
Proteina Bruta (%) 55,3 58,7 60,8 61,5 57,3 56,5
Grasa Bruta (%) 15 21,7 20,1 21,4 12,3 7,3
Cenizas (%) 4.1 6,8 7 6.3 6,8 7,3
Duracion (sem.) 6 6 4 4 4 4
Aceptacion (%) 100 100 100 100 100 0
TAR (%/dia) 0,78 0,81 1,10 0,82 0,93 0,51
TEC (%/dia) 0,37 0,63 0,69 0,69 0,39 -0,44
IC 2,46 1,39 1,67 1,69 1,7

Composicidn nutricional de los piensos expresada en % peso seco. Yema Huevo,

Yema de huevo pasteurizado (IGRECA SAS); Gelatina, PILARICA S.A.; Maltodextrina,
PRAL S.A.; Harina Pescado, COCERVA S.C.; Harina Krill, AKER SEAFOODS

ANTARCTIC S.A.; Taurina, SIGMA ALDRICH Logistic; Harina Calamar; MAX. NOLLERT®;
Vitaminas, Skretting Espafia S.A.;TAR, Tasa de alimentacion relativa;

TEC, Tasa especifica de crecimiento; IC, indice de conversion.

El uso de fuentes proteicas, como la harina de krill y la harina de

calamar, ambas combinadas con harina de pescado en diferentes

proporciones, presentd unos resultados similares en cuanto a

crecimiento, mostrando valores de 0,63 y 0,69 %/dia en los mejores

casos (3FMK; Cap. 5.1 y 3FMS; Cap.5.2, respectivamente). La
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proporcion entre la harina de pescado y otra fuente proteica, tuvo
especial relevancia en el caso del krill (Cap. 5.1), donde los
crecimientos fueron muy diferentes entre el pienso FMK (con relacion
1:1, TEC = 0,37 %/dia) y el pienso 3FMK (con relaciéon 3:1, TEC =
0,63 %/dia), provocando diferencias notables en el IC. Lo cual pudo
deberse a un exceso de carbohidratos en la dieta, ya que la cantidad
de maltodextrina es una de las principales diferencias entre ambas
formulaciones con un 10 % mas en el caso del pienso FMK, mientras
gue los niveles nutritivos de las dietas eran muy similares. Los pulpos
tienen una capacidad limitada para la glucogénesis proporcionando
alrededor del 10% de gasto energético diario (Morillo-Velarde et al.,
2011). Si bien los resultados obtenidos por Morillo-Velarde et al.
2012a; Morillo-Velarde, 2013 sugieren una mala digestibilidad de
carbohidratos complejos como los almidones, lo cual afecto a la
digestibilidad de la materia seca. Por lo tanto, un exceso de
maltodextrina (la cual proviene de la hidrélisis del almidon) podria

haber afectado al metabolismo.

En el caso de la harina de calamar estas diferencias en el
crecimiento y en el indice de conversion del alimento no fueron
significativas (TEC = 0,69 %/dia; IC = 1,67 y 1,69 para FMS y 3FMS,
respectivamente), lo cual también puede ser debido a lo comentado
anteriormente sobre la maltodextrina, ya que estos piensos tenian los
dos la misma cantidad de aglomerante que el pienso 3FMK (Cap.
5.1).

La harina de calamar presenta un perfil aminoacidico mas

equilibrado para la alimentacién del pulpo dado que presenta altos
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niveles en arginina y glutamina, los cuales son los principales
amino4cidos tanto esenciales como no esenciales en el tejido
muscular del pulpo con niveles de 210y 125 g AA / kg de proteina,
respectivamente (Cerezo Valverde et al., 2013). También hay que
destacar la alta digestibilidad de los piensos con harina de calamar,
siendo el CDA practicamente del 90 % (Cap. 5.2), lo cual unido a que
la harina de calamar presenta una mayor digestibilidad in vitro
(Hamdan et al., 2013) que la harina de krill, hace que piensos con

similar composicién proximal puedan alcanzar mejores crecimientos.

Los crecimientos obtenidos en las pruebas de engorde, con el pienso
3FMK (Cap. 5.1), como con los piensos FMS y 3FMS (Cap. 5.2),
muestran unos resultados (0,63-0,69 %/dia) similares a los obtenidos
en estudios previos con dietas humedas a base de gelatina y
camaron (Quintana et al., 2008) obteniendo un TEC de 0,6 %/dia, el
cual mejoraron al probar el mismo pienso pero utilizando calamar en
lugar de camardén (1,4 %l/dia). Esto apoya lo observado en la
presente tesis donde los piensos realizados con calamar mejoraban
las tasas de crecimiento, con respecto a los piensos realizados con

crustaceos (harina de krill).

El buen resultado del uso de calamar en la realizacién de piensos
también se ha visto en otros estudios, como en Garcia-Garrido et al.
(2011), donde probaron el uso de calamar en piensos himedos y
semi-humedos para O. vulgaris, obteniendo tasas de crecimiento de
0,39 %/dia aglutindndolo con gelatina y de 0,67 %/dia aglutinandolo

con alginato, siendo estos resultados levemente inferiores a los
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obtenidos por los piensos secos con calamar probados en el Capitulo
5.2 (0,69 %dia) (Figura 23).

1,6
14 [ Dietas Humedas
1,2 Dietas Semi-humedas

Dietas Secas

TEC (%/dia)

Figura 23. Resumen de experimentos con las mejores tasas especificas de

crecimiento en O. vulgaris obtenidas por diferentes autores.

Si bien los mayores crecimientos en O. vulgaris se han obtenido con
dietas humedas a base de boga (Estefanell et al., 2011a), donde se
obtuvo un valor TEC de 1,5 %/dia, existen resultados muy positivos
con dietas semi-hiumedas realizadas con materias primas secas que
muestran nuevamente el buen resultado del uso de cefal6podos en la
fabricacion de piensos para pulpos (TEC = 1 %/dia, Morillo-Velarde
et al. 2012a).

La comparativa entre los piensos FMS y 3FMS con la dieta semi-
himeda probada por Morillo-Velarde et al. (2012a), es muy
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significativa, ya que ambos experimentos se basan en composiciones
en materias similares (yema de huevo, gelatina, pescado y
cefal6podos) y en ambos el nivel proteico de las dietas fue superior al
60 % en peso seco. Sin embargo, la ingesta diaria fue mayor con la
dieta semi-humeda (9,7 g/dia frente a 7,3 y 6,3 g/dia), lo cual unido a

los elevados crecimientos produjo un indice de conversion de 1.

Estos resultados confirman la idoneidad de la composicién basica
de los piensos probados, sobre los que habrd que trabajar para
mejorar tanto la ingesta, para poder obtener crecimientos mayores y
acercarnos a los mejores resultados obtenidos por las dietas
hamedas, como otros aspectos sobre la composicién final del pulpo,

como se comenta a continuacion.

6.3 EFECTO DE LAS DIETAS EXTRUSIONADAS EN LA COMPOSICION
CORPORAL

La utilizacion de nuevos ingredientes siempre conlleva incégnitas
sobre la aceptacion y el crecimiento, pero ademas de como pueden

afectar a la composicion final del cuerpo del animal, en este caso, el

pulpo.

Los piensos artificiales fueron disefiados con el objetivo de aportar
altos niveles de proteina, debido a su importancia para el crecimiento
del pulpo (Lee, 1994; Domingues et al., 2005; George-Zamora et al.,
2011) y bajos niveles de lipidos, debido a su menor capacidad para
digerir y absorberlos (O'Dor et al., 1984; Petza et al., 2006) y dado
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que dietas con altos niveles de lipidos neutros pueden causar efectos
negativos en la absorcion de nutrientes (Garcia Garcia & Aguado
Giménez, 2002; Sanchez et al., 2009).

Los piensos realizados con harina de pescado y krill (Cap. 5.1)
presentaron un nivel proteico muy similar al alimento natural (55,3 -
58,7 %PB en peso seco), mientras que de lipidos tenian un 50 %
(pienso FMK) y un 100 % (pienso 3FMK) mas que el alimento natural
(11 %GB en peso seco). La composicion del musculo fue similar
entre los tratamientos y semejantes a los observados en los pulpos
iniciales. Sin embargo, en la glandula digestiva se observaron
diferencias estadisticas, tanto en el nivel de proteina como en
humedad y cenizas. Mostrando los niveles de grasa de los resultados
una acumulacién similar en la glandula digestiva por parte de los tres
grupos (5,6, 3,8y 1,81 % en peso humedo para el grupo FMK, 3FMK
y grupo control respectivamente), y muy similar a la registrada al
inicio de la prueba (2,1%).

Al emplear harina de pescado y calamar (Cap. 5.2), si se observaron
diferencias estadisticas significativas en la composicion proteica del
musculo respecto al grupo control, aunque las mayores diferencias
se observaron en la glandula digestiva, la cual presentd niveles de
grasa muy elevados en ambos tratamientos, duplicando, de nuevo el
de la dieta control (20,8 y 19,4 % en peso humedo para el pienso

FMS y 3FMS, respectivamente).

Similares resultados se han obtenido en otros estudios en pulpos
alimentados con boga de descarte, tanto como alimento fresco (16,1

% en materia humeda; Estefanell et al., 2011b), como en dietas
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huimedas (16,8 % en materia himeda; Estefanell et al., 2011a), pero
en ambos casos los niveles lipidicos en las dietas fueron mayores a
los presentes en los piensos secos (46,5 % y 26,3 % en peso seco,
respectivamente).

Si bien el nivel de grasa bruta presente en los piensos artificiales fue
superior al doble del presente en el alimento fresco (12,8 %GB en
peso seco), la cantidad de lipidos ingeridos diariamente por los tres
grupos experimentales fue muy similar (alrededor de 1,3 g/dia), por lo
tanto la diferencia debe radicar en la digestibilidad de los lipidos que
no solo depende de la cantidad ingerida, sino también de las clases
lipidicas (Mazo6n et al., 2007; Seica Neves et al., 2010; Cerezo et al.,
2012a). Asi pues, los buenos resultados de crecimiento (TEC = 1,5
%/dia) obtenidos por Estefanell et al. (2011a), a pesar del alto
engrasamiento de la glandula digestiva, se podria explicar en parte
por el buen balance aminoacidico de la boga (Cerezo Valverde et al.,
2013) y en parte por una alta eficacia en la utilizacion de los lipidos
de la dieta.

El engrasamiento de la GD los pulpos alimentados con las 3 dietas
(FMS, 3FMS vy alimento natural) fue inusualmente elevado,
pudiéndose deber a una alimentacion grasa (p.e. exceso de boga) en
su vida salvaje previa al experimento. Pero también, ha sido
observado este mayor engrasamiento en estudios realizados con
piensos semi-himedos con pota (Morillo-Velarde et al. 2012a;
Morillo-Velarde, 2013), donde se vio en diferentes pruebas como los
niveles de grasa en la GD llegaban al 13,7 % (peso humedo) en

pulpos alimentados con piensos de no mas de un 15 % de GB (peso
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seco), y aun asi presentar elevados crecimientos con valores de TEC
cercanos al 1 %/dia, debido al buen balance nutricional de la dieta.

Los lipidos se acumulan en la glandula digestiva (Cerezo Valverde et
al., 2012a, 2012b; Estefanell et al., 2011b) y dada la limitada
capacidad que presentan los cefalépodos para catabolizar los lipidos
(Ballantyne et al., 1981; O'Dor et al., 1984; Lee, 1984), un exceso de
lipidos neutros en la dieta puede dificultar el proceso digestivo.
Recientemente se ha comprobado que conforme aumentaba la
cantidad de grasa en la dieta, disminuia el coeficiente de
digestibilidad de los lipidos neutros, llegando a ser nulo, mientras los
lipidos polares presentaban buenas digestibilidades (Morillo-Velarde,
2013). Esto subraya la importancia de la inclusién en mayor medida
de fosfolipidos en las dietas, los cuales, si bien tienen un papel
predominante en la formacion de tejidos en cefalépodos (Navarro &
Villanueva 2000; 2003), también pueden contribuir a mejorar el
transporte de acidos grasos procedentes del intestino al resto de

organos (Morillo-Velarde, 2013).

Un hecho comprobado en diversos trabajos, es la aceptacion que
tiene la yema de huevo, tanto en dietas semi-humedas (Morillo-
Velarde et al. 2012a; 2013) como en piensos secos (Cap. 5.1y 5.2).
La importancia de su inclusion en la composiciéon de las dietas para
potenciar la aceptacion, esta fuera de toda duda, sin embargo, para
lograr mejores digestibilidades las cantidades aportadas deberian
revisarse, puesto que la yema de huevo tiene altos contenidos
lipidicos (en torno al 53 % en peso seco), que pueden no ser

adecuados para el metabolismo del pulpo.
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Este fue el objetivo de la prueba planteada en el capitulo 5.3, donde
se incluyé menor proporcion de yema (Tabla 19), que en los
experimentos anteriores (Cap. 5.1 y 5.2), y por lo tanto, menores
niveles de GB en la dieta (12 y 7 %) con niveles similares de proteina
(57 % en peso seco).

Los resultados mostraron que un pienso con un 10 % de yema de
huevo fue insuficiente para favorecer ingestas regulares, mientras
que la inclusion de niveles del 20 % de yema de huevo provoc6 una
reduccién de la ingesta (7,57 g/dia frente a 9,15 g/dia; Cap. 5.1),
ocasionando unas tasas especificas de crecimiento menores (0,39
%l/dia), pero también produjo menores acumulaciones de grasa en la
glandula digestiva (1,41 % peso humedo) y mejor digestibilidad de la
misma (CDA = 98,5 %).

Si comparamos estos resultados con los obtenidos por un pienso
semi-humedo elaborado con un 20 % (en peso seco) de yema de
huevo (Morillo-Velarde et al., 2012a), se observa como los
crecimientos obtenidos por el pienso H20, distan de los obtenidos por
la dieta semi-humeda, donde la tasa especifica de crecimiento fue de
1 %l/dia, acercandose asi al valor mas elevado obtenido por

Estefanell et al. (2011a) con una dieta humeda, 1,5 %/dia.

Uno de los motivos para estas diferencias en el crecimiento, fue la
eficiencia alimentaria, ya que mientras en la dieta H20 fue del 65 %,
en la dieta semi-humeda fue superior al 97 % (Morillo-Velarde et al.,
2012a). Ademas de la posibilidad de que aun presentando una

composicion muy similar en cuanto a la cantidad de GB en la dieta
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(12,3 y 11,8, para H20 y la dieta semi-humeda respectivamente), la
presencia de alacha y pota en la composicién del pienso conllevara
una mejor calidad de los lipidos y por ende una menor interferencia
en el crecimiento.
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® No ha sido posible la estabulacién de pulpos en un sistema de
recirculacion de agua marina, independientemente del tipo de
alojamiento que se utilizase, asi como de los distintos sistemas de
filtrado y depuracién utilizados. Lo que muestra la gran importancia
gue presenta disponer de una tasa de renovacién de agua regular en
la produccion del pulpo.

% El uso conjunto de gelatina y maltodextrina, proporcioné a los
piensos extrusionados una cohesion, dureza y textura adecuadas

para una buena manipulacion e ingestion.

% La yema de huevo ha resultado un buen atractante para piensos
extrusionados, lo que se ha visto tanto en las pruebas de aceptacion
como en las pruebas de engorde. Si bien el nivel de la misma debe

ser superior al 10 % para no empeorar las tasas de alimentacion.

x Ha sido posible realizar engordes de pulpo incluyendo materias
usadas habitualmente en la elaboracién de piensos para peces como
son: la harina de pescado, la harina de krill o la harina de calamar.
Serd importante profundizar en las proporciones entre ellas, de
acuerdo con las necesidades en aminoacidos del pulpo para

optimizar el crecimiento.
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® La composicion nutricional del tejido muscular no se ha visto
practicamente afectada por la dieta, pero si la glandula digestiva,
cuya composicion ha variado dependiendo del pienso recibido. Por lo
gue si bien, es necesario controlar la cantidad de grasa presente en
las dietas para futuros ensayos, también lo es prestar atencién a la
calidad de las mismas.
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