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Resumen

CORTES GUTIERREZ ASAEL. Valor nutritivo de ensilado de desechos de pescado para
juveniles de pulpo Octopus maya: crecimiento, actividad digestiva y reservas nutritivas
(Tutor principal: Doctor en ciencias. Pedro Pablo Gallardo Espinosa. Asesor: Maestro en

Ciencias. Fernando Yahir Garcia Gémez)

El pulpo rojo ha aumentado su demanda de pesca afio con afio y llevando a la especia a su
limite sustentable. Las caracteristicas que presentan lo hacen una especie viable para la
acuacultura, sin embargo, los precios para realizar las dietas hacen que la aplicacion en

cultivo de las dietas sea inviable.

En el presente trabajo se evalué el efecto de cuatro dietas peletizada sobre el crecimiento,
sobrevivencia, reservas metabolicas y actividad digestiva en juveniles de pulpo Octopus
maya, utilizando como ingrediente ensilado quimico de desechos de pescado generados de

la pesca riberefia en Sisal, Yucatan.

Se utilizé la dieta jaiba-calamar como control (CT) y tres mas donde se sustituyo
parcialmente la carne de jaiba (ingrediente de mayor costo) con ensilados de desechos de
pescado de 1 (dieta E1), 3 (dieta E3) y 10 (dieta E10) dias de ensilaje. Las dietas se aplicaron
en un bioensayo con 80 juveniles de Octopus maya (20 por tratamiento) durante 90 dias, en
los que se evaluo tasas de sobrevivencia y crecimiento, registrando peso al inicio y cada 30
dias. Al final del bioensayo se tomaron muestras de musculo y glandula digestiva de 16
pulpos (4 de cada tratamiento) para evaluar metabolitos y actividad de proteasas. El ensilado
de desechos se mantuvo estable durante el tiempo de ensilaje, permaneciendo en valores por
debajo de pH4 sin la necesidad de una segunda incorporacion de &cido, la temperatura
permanecié en un promedio de 27°C y la proteina soluble aumento de manera exponencial
hasta después del dia 10. En vista de que no se observaron diferencias significativas entre los
grupos de cada dieta, solo se podria especular que existe una tendencia en los pulpos
alimentados con dietas que contenian el ensilado, siendo los de mayor crecimiento y tasa
especifica de crecimiento (TEC) (2.1 % dia™) los pulpos mantenidos con la dieta E1, mientras

que una mayor sobrevivencia e indice de rendimiento (85% y 1.57% dia respectivamente)



fueron obtenidos por los pulpos alimentados con la dieta E3. La proteina soluble en musculo
fue similar en pulpos alimentados con dietas control y E3, pero estos ultimos presentaron
mayores reservas de glucogeno. Los valores en concentracion de colesterol, acilglicéridos y
proteina soluble fueron similares y no presentaron diferencias significativas entre los grupos
(p>0.05). En relacion a la actividad proteolitica, una menor actividad de proteasas alcalinas
fue obtenida por los pulpos alimentados con dieta E3 en relacion a la mostrada por los
organismos sometidos a las otras dietas (p<0.05). En cuanto a la actividad especifica de

proteasas acidas y de lipasas no se observan diferencias significativas (p>0.05).



Introduccion

La flora y fauna acuética son recursos naturales de los cuales se pueden generar alimentos de
alto valor nutritivo, lo que los vuelve de alta importancia econdmica, para las regiones donde
se practica captura o cultivo de dichas especies, social, al ser la principal fuente de ingresos
de comunidades y personas involucradas, cultural, al formar parte de la gastronomia que se
desarrolla a nivel regional o nacional y nutricional, para la poblacion que tiene acceso a estos
productos y forma parte de su dieta como fuente de proteina de origen animal. En México, el
sector pesquero es el encargado de capturar, cultivar, transformar y comercializar los
productos obtenidos de las regiones pesqueras y acuicolas del pais, formando parte del
quehacer econémico nacional por el alto nimero de divisas que este genera (Alvarez Torres,
et al., 1999; Valero Jimenez, 2009)

Dentro de las principales capturas que se realizan en el litoral nacional se encuentra el pulpo,
perteneciente al grupo de los cefalépodos, ocupando el primer lugar en volumen de captura
y el segundo lugar en valor monetario en el Golfo de México y Mar Caribe (DOF, 2018). La
captura en este sector se divide en dos especies: pulpo rojo (Octopus maya) con el 74% y
pulpo patén (Octopus vulgaris) con el 26% de la captura, del cual ser registra un porcentaje
de 69% del total de captura para el estado de Yucatan. En 2014 se report6 una pesca total de
35, 637 toneladas (t), manteniendo un promedio anual de captura de 25 mil t durante el
periodo 2001-2015, con tendencia al aumento (SAGARPA, 2014; DOF, 2018). El total de
pulpo capturado aumenta su nimero afio con afio, lo que ha llevado a que se encuentre en un
estatus de aprovechamiento maximo sustentable en el caso de O. maya, ya que O. vulgaris
aun se encuentra en potencial de desarrollo (Valero Jimenez, 2009; INAPESCA, 2014; DOF,
2018).

Esta situacién ha llevado a la necesidad de implementar estrategias que disminuyan el
impacto que tiene la pesqueria en las poblaciones de pulpo en la costa de Yucatan; uno de
ellas es el aprovechamiento sustentable por produccion de biomasa en cultivo (Barcenas,
2013). O. maya presenta caracteristicas que lo hacen un buen candidato para la acuacultura
(Domingues, et al., 2007; Barcenas, 2013)



e Huevos con desarrollo embrionario directo

e Altamente adaptable a condiciones de laboratorio

e Crecimiento rapido y altas tasas de crecimiento

e Altas tasas de conversion alimenticia

e Ciclos de vida cortos

e Acepta alimentos muertos o artificiales durante sus primeros ciclos de vida

e Alta demanday alto valor comercial
Una de las principales razones por lo que no se ha podido desarrollar el cultivo de O. maya
y otras especies de cefalopodos en la acuacultura, es debido a la falta de dietas adecuadas que
cumplan con los requerimientos nutricionales que proporcionan las presas en su medio
ambiente. La dependencia a dietas naturales representa altos costos de inversion reflejados
en una rentabilidad negativa, haciendo que el cultivo se vuelva inviable (Barcenas, 2013;
Lee, et al., 1991). El alimento representa alrededor del 60% de los costos en una produccion,
de tal manera una dieta econdmica es un requisito basico para el éxito de la acuicultura
comercial (Chen & Long, 1991; Domingues, et al., 2007). Ademas de econémica, la dieta
debe ser apropiada, esto quiere decir que las dietas deben cumplir con los requerimientos
nutricionales y sustituir a las dietas naturales de la especie, reduciendo hasta un 40% los
costos (Lee, 1994).

Otra situacion con la pesqueria es la alta generacion de desechos desde la pesca de fauna no
deseada, partes del pescado que no son aprovechadas, residuos y pérdidas durante manejo,
almacenamiento, distribucion y comercializacion (Spanopoulus Hernandez, et al., 2010). A
nivel mundial se generan 29 millones de t de desechos (FAO, 2009). En México, durante el
2007, se generaron 78,100 t (Gallardo, et al., 2012), mientras que en 2014 un volumen de
40,107 t de desechos fue reportados (CONAPESCA, 2014).

Ante la necesidad del uso de proteinas de origen animal para la formulacion de dietas
utilizadas en la acuacultura, los desechos de pescado representan una valiosa fuente de tan
requerida proteina en la nutricion animal (Pulido Gomez, 1989), donde su suministro es
competido y por tanto tiende al alza en los precios. Estos desechos de pescado conservan
proteinas, lipidos, vitaminas y minerales de alta calidad que generalmente son desperdiciados

y poseen un potencial biotecnolégico al poder ser utilizados como ingredientes en la



alimentacion animal (Gildberg, 1992), remplazando principalmente a la harina tradicional de
pescado que, en cuanto a la proteina, presenta un bajo valor biolégico a causa de las altas
temperaturas que se necesitan para su produccion (Gonzélez, et al., 2007). Una de las formas
para obtener y aprovechar estos nutrientes es por el método del ensilaje que conserva los
nutrientes sin pasar por procesos de calor, por tal motivo presenta mejores propiedades
nutricionales que las harinas (Parin & Zugarramurdi, 1994). El ensilaje de desechos se puede
describir como una tecnologia simple, facil de preparar y de baja inversion que disminuye la
contaminacion, al aprovechar los residuos de la industria pesquera (Lessi, 1994). Consiste en
la hidrélisis de los desechos efectuada por las enzimas presentes en los tejidos,
principalmente en las visceras, y la adicion de un acido que permite mantener el pH menor
a4, evitando putrefaccion y el crecimiento de bacterias y hongos (Mach & Nortvedt, 2010),
estimulando la actividad proteolitica (Gildberg, et al., 1990) y con ello permitiendo la

obtencidn de péptidos y aminoacidos libres desde el primer dia de ensilaje.

Los pulpos presentan un metabolismo dependiente de proteinas (Lee, 1994), por lo que
requieren elevadas cantidades para la sintesis de proteinas que son utilizados para cubrir sus
funcionas vitales, incluyendo el crecimiento. Una alta sintesis de proteinas conlleva a una
alta tasa de crecimiento (Dominguez, et al., 2004). El ensilado de desechos de pescado
ademas de presentar un alto contenido de proteina soluble, proteinas de bajo peso molecular
y aminoacidos libres, necesarios para su metabolismo, contiene acidos grasos polinsaturados
como el acido eicosapentaenoico (EPA) y docohexanoico (DHA) entre otros, esenciales para
el desarrollo y crecimiento del pulpo (Gallardo, et al., 2017). El ensilado de pescado se ha
utilizado y comprobado su eficiencia en animales como aves y cerdos (Ruiz-Medina, 2007;
Guevara, et al., 1991), peces tropicales sustituyendo a la harina de pescado (Vidotti, et al.,
2002; Goddard, et al., 2003), camardn blanco del atlantico (Litopenaeus schmitti) (Gonzéalez,
et al., 2007) y en juveniles de camardn blanco (Litopenaeus vannamei ) (Gallardo, et al.,
2012).

Las caracteristicas nutritivas del ensilado y su alto contenido de proteina soluble facilitan la
digestion dentro del aparato digestivo del pulpo, lo que pone al ensilado de pescado como un
ingrediente viable para el reemplazo parcial de la carne de jaiba en las dietas semihlimedas y

secas. Asi, la inclusion de ensilado de desechos de pescado se plantea como una alternativa



para la formulacion de dietas eficientes y econdmicas que permitan avances hacia el cultivo

de pulpo O. maya.
Considerando lo anterior, la presente investigacion busca responder las siguientes preguntas:
1. ¢Cudles son las condiciones optimas para la elaboracién del ensilado de pescado?

2. ¢Cual es el efecto que tendra sobre el juvenil de pulpo, un remplazo parcial de la carne de

jaiba en una dieta peletizada?

2. ¢(Qué efecto tendra sobre el juvenil de pulpo, la inclusion de ensilado de desechos de

pescado en dieta peletizada, sobre el crecimiento y sobrevivencia?

3. ¢Qué cantidad de proteina soluble y aminoécidos libres presentara el ensilado de pescado
alos 1, 3y 10 dias de ensilaje?

Antecedentes

Caracteristicas generales

Octopus maya o pulpo rojo es un cefalopodo endémico de la peninsula de Yucatan (Solis
Ramirez, 1967). Es un carnivoro activo desde sus primeras etapas, ya que eclosiona del huevo
con sus caracteristicas morfolégicas de adulto, de cuerpo blando, ocho brazos, dos filas de
ventosas por brazo y un corazon tricavitatorio, uno central y dos branquiales (Barcenas,
2013). Su ciclo de vida es corto, al igual que el de otras especies de cefalépodos que viven
entre uno y dos afios (Mangold, 1983), se tiene registro que en condiciones de cautiverio a
temperaturas entre 25 y 30°C, presentan ciclos de vida entre 9-10 meses (Van Heukelem,
1983), en los cuales alcanza su peso maximo. Se reproducen una sola vez en su vida
(Mangold, 1983) desovando desde 680 hasta 3,600 huevos (Solis Ramirez, 1967), observado
en hembras que fueron capturadas comercialmente (Gonzalez y de la Rosa, et al., 1998), con
un desarrollo embrionario entre los 50 y 65 dias. Con temperaturas promedio entre 24-26°C
en cautiverio, se registran hembras con 5,000 huevos y un desarrollo embrionario los 45 dias
(Van Heukelem, 1977).

El macho de la hembra se diferencia a los tres meses, momento en el que se empiezan a
desarrollar las gonadas. El hectocotilo en el tercer brazo derecho (especializado y
modificado) (Aguila, 2007) es utilizado generalmente para realizar el sexado.



Taxonomia

Phyllum: Mollusca

Clase: Cephalopoda

Subclase: Coleoidea

Orden: Octopoda

Suborden: Incirrata

Familia: Octopodidae

Género: Octopus

Especie: Octopus maya (Voss & Solis, 1966)

Distribucion y habitat
Octopus maya habita el litoral de las zonas tropicales, con rangos de temperatura ente 22-

26°C (Noyola, et al., 2013), que se distribuye a lo largo de las costas de la peninsula de

Yucatéan, desde Ciudad del Carmen, Campeche hasta Isla mujeres, Quintana roo.

Es un organismo bentdnico que habita a profundidades de 1 a 4 brazas, en fondos lodosos o
calcareos, con sustratos de roca caliza y finos de arena y limo donde encuentra escondites
ocasionales o también localizado en praderas de pastos marino, principalmente de Thalassia
testudinum y diversas algas. (Solis Ramirez, 1967; Solis-Ramirez, 1994; Van Heukelem,
1977; Barcenas, 2013; Aguila, 2007)

Alimentacion y nutricion

En la naturaleza O. maya esta asociada fuertemente a los crustaceos durante toda su vida, a
pesar de ser un carnivoro oportunista que se alimenta dependiendo de la disponibilidad de la
presa, pudiéndose alimentar de crustaceos, moluscos, peces e incluso otros pulpos. A pesar
de la gran variedad de presas de las que se puede alimentar, O. maya presenta una preferencia

innata por los cangrejos (Portelo Rodriguez, 2011).

Los pulpos son cazadores que exploran el fondo marino en busca de alimento con gran
capacidad de adaptacion a las variantes del medio ambiente, guiandose no solo por la vista,
también por el tacto y la quimiorecepcion, por lo que el movimiento en el alimento no
siempre es necesario. Portelo (2011) explica que la dieta del pulpo se basa en dos factores:
la preferencia y la disponibilidad del alimento, por lo que el pulpo mientras tenga la

oportunidad de consumir cangrejos lo preferird sobre las demas presas, pero si las



posibilidades de escoger son reducidas el pulpo se alimentara de la dieta de la que tenga
mayor disponibilidad, aunque esta no sea su preferida. Esta caracteristica oportunista en su
forma de alimentacidn favorece que en cautiverio el pulpo se alimente de dietas peletizadas
(Rosas, et al., 2007).

O. maya, tiene la capacidad de ingerir fuentes de alimento externas desde el primer dia post-
eclosion, no obstante, el juvenil eclosionado tiene que pasar por una etapa de transicion que
sucede dentro de los primeros 4 dias post-eclosion, distinguiéndose tres fases: embrionaria,
post-embrionaria y juvenil (Rosas, et al., 2007). En la fase post-embrionaria coexisten dos
entradas de nutrientes, la primera se trata de las reservas de vitelo y la segunda proviene del
alimento externo. Por ende, mientras las reservas vitelinas estan presentes la actividad de
caza sera menor, ya que el estimulo hacia la presa es minimo. Al finalizar la fase post-
embrionaria el juvenil ya practico su condicién de cazador y comienza a alimentarse de
presas (Portelo Rodriguez, 2011; Boletzky, 2003).

En cefal6podos como O. maya, Octopus vulgaris y Sepia officinalis, la digestion se divide
en dos etapas: extracelular e intracelular (Gallardo, et al., 2017). Glandulas salivares
posteriores inician la digestion externa de la presa al secretar proteasas, realizando una
predigestion y produciendo proteina soluble y aminoacidos libres en el quimo. Gallardo
(2017) explica que el primer quimo al ser ingerido, activa zimogenos en el jugo gastrico, asi
como enzimas y sitios de absorcion en la glandula digestiva (GD), dando inicio a la digestion
intracelular. De igual manera, se propuso que los aminoacidos presentes en el quimo
estimulan las células acinares promoviendo una mayor eficiencia digestiva en la GD de O.

maya; similar al proceso digestivo que se ha observado en aves (Martinez, et al., 2012).

La proteina es la principal fuente de energia de O. maya (Gallardo, et al., 2017; Rosas, et al.,
2013; Aguila, 2007; Lee, 1994),al igual algunos lipidos también son utilizados como fuente
de energia (Linares, et al., 2015), principalmente utilizan acidos grasos polinsaturados (se
encuentran en sus presas) (Garcia-Garrido, et al.,, 2011) como lo son el &cido
eicosapentaenoico, 20: 5n-3 (EPA) y acido docosahexaenoico 22: 6n-3 (DHA). Martinez
(2011) menciona que la proteina es la principal fuente de energia en el musculo y los lipidos
la principal fuente en el metabolismo intracelular, haciendo al metabolismo del pulpo

dependiente de grandes cantidades de aminoacidos para la elevada sintesis de proteinas para



energia y crecimiento (Lee, 1994). Por otra parte, un desequilibrio en la proporcion de
DHA/EPA en los valores nutricionales de una dieta se han asociado a un bajo crecimiento y
altas mortalidad en O. vulgaris (Navarro & Villanueva, 2003). Los carbohidratos obtenidos
a partir del alimento son poco utilizados como fuente de energia, representando solo el 1%

base humeda (BH) de la composicién del pulpo (Valero Jimenez, 2009).

La glandula digestiva juega un papel importante en la nutricién de los pulpos, donde cumple
con funciones de digestion y almacenamiento de glucosa en forma de glucégeno, el producto
energético final, a partir del catabolismo de las proteinas por vias gluconeogenicas (Martinez,
et al., 2012; Rosas, et al., 2011; Gallardo, et al., 2017). Amino&cidos como alanina, glicina,
metionina, histidina y arginina, presentes en carne de jaiba y calamar (Martinez, et al., 2012),
entran al ciclo de Krebs como piruvato u otra molécula intermediaria para producir glucosa
por vias gluconeogenicas a partir del fosfoenolpiruvato y reservarlo (Barcenas, 2013). La
digestion intracelular y la secrecién de enzimas para la digestion extracelular que se lleva a
cabo en la GD provoca cambios en su estructura celular, utilizando energia almacenada para

llevar a cabo dichos cambios.

Avances en dietas artificiales

Ante la creciente demanda de los cefalépodos en el mercado se vio la necesidad de cultivar
juveniles capturados en condiciones controladas y alimentarlos con dietas naturales vivas o
congeladas, como crustaceos y peces, pero los altos costos de estos han llevado a la
formulacién de dietas artificiales que disminuya los costos, presente tasas de crecimiento y
conversion alimenticia aceptable que evite la dependencia al alimento natural y permita el

desarrollo de la acuacultura de cefalopodos.

Los primeros cefalépodos mantenidos en condiciones de laboratorio eran utilizados en
experimentos con fines biomédicos, alimentados con camarones, palaemonidos, anfipodos,
moluscos y cangrejos vivos o frescos (Van Heukelem, 1977; Hanlon & Forsythe, 1985;
Hanlon, 1990).

Los altos costos por mantener y recolectar alimento vivo o almacenar alimento congelado,
obligo a los investigadores en pensar en dietas artificiales a base de diferentes fuentes de
proteinas. Las primeras dietas artificiales fueron probadas en O. maya y S. officinalis por su

caracteristica de desarrollo directo, eran pastas semihimedas o peletizadas de camarén,
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cangrejo, surimi, pollo crudo, croquetas para perro (Lee, et al., 1991; Forsythe, et al., 1991,
Castro, 1991; Castro, et al., 1993) .

En el laboratorio del National Resource Center for Cephalopods, Texas, Lee (1991) probo
diferentes fuentes proteicas en la alimentacion de S. officinalis, con pobres resultados en su
crecimiento, ya que solo camaron vivo y pollo crudo obtuvieron crecimientos positivos.
Tiempo después, Castro (1993) obtuvo resultados similares con dietas a base de surimi
comparado con una dieta de filete de pez gato congelado y pellet de camarén. Los
experimentos con las anteriores dietas mostraron que crecimientos > 7% peso dia solo se
obtenia con alimentos vivos o congelados y >3% peso dia se obtenia con dietas artificiales o
con proteina que sufrié una modificacion (Aguila, 2007; Valero Jimenez, 2009).

En posteriores experimentos con S. officinalis, las dietas artificiales con ingredientes
similares a los ya utilizados, fueron suplementadas con aminoacidos, caseina, vitaminas y
minerales, obteniendo crecimientos positivos, es decir, estos crecimientos siguieron estando
por debajo de los obtenidos con alimento natural, pero mejoraron los resultados presentados
en estudios anteriores con fuentes de proteina alternativa (Domingues, 1999; Castro & Lee,
1994; Domingues, et al., 2005).

En trabajos més recientes se ha seguido probando diferentes ingredientes que permitan
elaborar una dieta que aporte proteinas de alta calidad, disponibilidad, asimilacion y
digestibilidad. Otros factores también son importantes en la formulacion de una dieta, tales
como, balance de aminoacidos (aa) y perfil quimico similares a los del pulpo, textura,
palatabilidad y estimulos quimicos que favorezcan la quimiorecepcion de O. maya (Portelo
Rodriguez, 2011). Los alimentos balanceados para camarén se han probado en O. maya
considerandose mejores que el uso de surimi como ingrediente, aunque el crecimiento sigue
siendo malo, descartdndolo como dieta para la acuacultura (Rodriguez & Carmona , 2008).
Otros ingredientes que se han probado son: ensilados de pescado, manto de calamar,
hidrolizado de proteinas de pescado (CPSP® ) y la mezcla de estos (Garcia-Garrido, et al.,
2011; Barcenas, 2013), de las cuales se mostr6 que el calamar presenta un perfil de
aminoéacidos similar a la composiciéon de O. maya (Valero Jimenez, 2009) y si era mezclado
con carne de jaiba en forma de pasta semihimeda existia una sinergia entre los ingredientes,

superando los resultados de crecimiento que se obtenian solamente alimentando con carne
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de jaiba (Martinez, et al., 2014), de igual manera se propuso que los crustaceos se consideren
ingrediente base en la preparacion de cualquier dieta (Rosas, et al., 2008) y considerandose
a la combinacion 50-50%, 60-40%, 70-30% calamar-jaiba aglutinados con grenetina (pasta
semihimeda) (Martinez, et al., 2014; Rosas, et al., 2013) ( grenetina al ser un aglutinante que
favorece crecimiento, sobrevivencia y digestibilidad (Rosas, et al., 2008)) como los rangos
de inclusion y opciones proteicas mas adecuadas para el crecimiento y cultivo de O. maya
(Barcenas, 2013). A la par también se ha investigado y trabajado en la realizacion de dietas
secas Y peletizadas que promuevan el crecimiento (Rosas, et al., 2007; Rosas, et al., 2013),
ya que los costos, almacenamiento y poca practicidad al momento de utilizarse de las pastas
siguen siendo inviables para la acuacultura del pulpo.

Ensilados de desecho de pescado

Con los resultados que demostraron los experimentos de Martinez (2014) se empez0 a
considerar una mayor exploracion del papel que juega los ensilados en la nutricién de O.
maya y su utilizacion como ingrediente en la formulacién de dietas, debido a sus resultados

positivos.

La proteina de origen animal es altamente utilizada en la industria de los alimentos acuicolas,
las demandas implican un aumento de su produccion, en ocasiones viéndose rebasada
obteniendo un bajo suministro y por consecuencia un alza en sus precios. Una forma de

obtener proteina animal es por medio de la tecnologia de los ensilados de desechos.

Del total de la materia prima solo el 40% es la carne que se comercializa, el resto son
subproductos que se desechan. Organos, tejidos y pesca de compafiia provenientes de la
industria pesquera son descartados, sin considerar que siguen siendo una fuente de proteina
animal alternativa, representando una perdida valiosa de proteina tan requerida en la nutricién
animal. En ocasiones son aprovechados como harinas para la formulacién de alimentos para

el ganado en general.

Si bien las harinas de pescado son ingredientes altamente utilizados por la nutricion acuicola,
estas pueden presentar un bajo valor bioldgico por las altas temperaturas con las que son
realizadas. El calor desnaturaliza las proteinas al modificar las estructuras secundarias,
terciarias y cuaternarias volviéndolas dificil de digerir, ademas de que estos procesos afectan

su digestion al reducir los sitios donde actlian las proteasas (Santé-Lhoutellier, et al., 2008)
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afectando la digestibilidad del pulpo (Gallardo, et al., 2017). En cambio la hidrélisis de la
proteina a través del ensilado de los desechos facilita su biodisponibilidad y digestion (Ruiz-
Medina, 2007), teniendo caracteristicas similares o superiores a las harinas de pescado al no
pasar por procesos que involucran calor (Parin & Zugarramurdi, 1994). Su calidad depende
de tres factores: la materia prima con que se realiza, un proceso de elaboracion correcto y un

almacenamiento adecuado.

La tecnologia del ensilaje brinda la oportunidad de reducir costos en la formulacién de las
dietas y reducir el impacto ambiental que se genera por un mal manejo de desechos solidos
en la pesqueria; este se puede realizar desde un nivel industrial hasta de forma artesanal por
acuicultores pequerfios. El ensilado de desechos de pescado es un producto de apariencia
semiliquida, como resultado de la hidrolisis causada por accién de enzimas proteoliticas
presentes en el pescado, las cuales se ha observado que en presencia de ambientes de pH bajo
aumentan su actividad, disminuyendo el tiempo de la hidrolisis (Tatterson, 1982), y por
consiguiente permita conservar sus nutrientes aunque no sus caracteristicas sensoriales. Fue
desarrollado en los afios 20”en Finlandia (Ruiz-Medina, 2007) y elaborado a nivel comercial
en Dinamarca en 1948 (Vizcarra Magafia, 1999) . Para la obtencion del ensilado se puede
realizar mediante diferentes técnicas que reducen el pH: Fermentacion por bacteria, hidrolisis

por enzimas al afiadir &cidos organicos o inorganicos.

Ensilados bioldgicos: hecho a partir de bacterias acido-lacticas y melaza como fuente de
carbohidratos que sirven de energia para las bacterias; la fermentacion permite estabilizar y

mantener una buena calidad nutricional (Spanopoulus Hernandez, et al., 2010).

Ensilados quimicos: como menciona Tatterson (1982) la actividad proteolitica de las enzimas
presentes en el pescado se ve beneficiada al disminuir el pH, este se obtiene agregando uno
0 combinacién de acidos, estos pueden ser de origen organico o inorganico. Algunos acidos
utilizados son: formico, sulfurico, clorhidrico, propionico. ElI férmico asegura la
conservacion sin descenso excesivo del pH (Tatterson, 1982) manteniéndolo por debajo de
4, representando una buena opcion en la inhibicion de organismos patogenos y a su vez al
momento de usarse, el ensilado no tiene que ser neutralizado como pasa con el uso de acidos
inorgéanicos que reducen el pH >3 (Viana, et al., 1993; Toledo-Pérez & Llanes-Iglesias,
2007).
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Tanto en ensilados biol6gicos o quimicos es muy importante que la materia prima sea molida
o triturada a un tamafio < 0.5 mm de diametro (Gallardo, et al., 2012) y mezclada hasta lograr
una homogenizacion completa con los lactobacilos o acidos respectivamente, este puede

Ilevarse a cabo por licuefaccion afiadiendo agua, dando un ensilado liquido.

Otra ventaja del ensilado es que no requiere refrigeracion, incluso se puede mantener en
Optimas condiciones a temperaturas altas, manteniendo un ensilado estable por periodos de
un ano (Raa & Gildberg, 1982). Las temperaturas altas también aceleran el proceso, aunque
>50°c podria inactivar a las enzimas. Esta registrado que ensilados almacenados a 23°c los
primeros dias alcanza una solubilidad del 10-20% y a los 10 dias se alcanza valores superiores
al 75%. A mayor temperatura un 70% de solubilidad se puede alcanzar en una semana (Pulido
Gomez, 1989). Ruiz (2007) reporta que en 48 horas existe una hidrolisis de 32.32% y en 216
horas se alcanza un 95.70% a un pH de 4 y temperatura de372C. Gallardo (2012) reporta que
en ensilados quimicos de desechos de pescados fileteados que incluian las visceras presentan
una elevada actividad proteolitica, obteniendo un 90% del hidrolizado de las proteinas en 3
dias. Se concluye que, aunque la temperatura 'y pH influyen en el tiempo que tarda el ensilado

en solubilizarse, también influye la materia prima que se utilizo.

Composicion del ensilado

El ensilado se prepara utilizando pescados enteros, a los cuales se les ha retirado el filete,
subproductos o sélo partes como las visceras y agallas. Como se ha mencionado antes la
calidad nutricional depende de la materia prima, la composicion proximal de un ensilado se
ha demostrado que es similar en valores de proteina y lipidos a los que presenta la materia
prima con los que fueron realizados (Spanopoulus Hernandez, et al., 2010), de igual manera
el pH evita el crecimiento de moho, levaduras y libres de bacterias patdégenas como

salmonella spp. y Vibrio cholerae

Un efecto observado es que hay un aumento en los niveles de péptidos y amino&cidos libres
por la hidrolisis de la proteina (Ruiz-Medina, 2007) y acidos grasos libres por deterioro de
los aceites del pescado durante el almacenamiento (Tatterson & Windsor, 1974), el resto de
composicion quimica varia con el tipo de pescado y las partes utilizadas. Los ensilados a los

que se les afiade las visceras y cabezas en su realizacion presentan una mayor cantidad de
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nitrégeno proteico, proteasas y reducen su tiempo en hidrolizar la proteina (Espe & Lied,
1999) que aquellos realizados con solo carne y piel como materia prima (Backhoff, 1976).

Los pescados en general presentan una proteina bruta de 17-20% BH, la cual es de alto valor
biolégico debido a su contenido de aminoacidos esenciales y buena digestibilidad. Valores
en nitrégeno no proteico (amoniaco, 6xido de trietilamina, creatinina, aminoacidos libres,
péptidos y bases puricas) de 9-18% BH en teleGsteos y 33-38% BH en cartilaginosos. En
lipidos existe una diferencia entre pescados magros y grasos, con valores de 0.1-0.3% BH y
16-26% BH respectivamente (Belitz, 1988; Huss, 1999; Ruiz-Medina, 2007). Los pescados
son bajos en carbohidratos, pero en un ensilado disefiado para alimentar pulpo no representa

una desventaja.

Sin embargo, el pulpo si presenta una capacidad ineficiente en la digestion, movilizacién y
oxidacion de lipidos, por lo que un ensilado con contenido alto en lipidos representaria una
desventaja al actuar como anti nutrientes. Estudios anteriores en pulpo alimentados con dietas
ricas en lipidos o peces grasos, como Sardina (Sardina pilchardus) y Anchoa (Engraulis
encrasicolus), presentaron una disminucion en la digestibilidad, obstruyendo la digestion de
otros nutrientes y por consecuencia obtuvieron bajas tasas de crecimiento (O’Dor, et al.,
1984; Petza, et al., 2006; Rosas, et al., 2007). Barcenas (2013) reporta una disminucion
aproximada del 50% en el contenido total de grasas del ensilado al ser mezclado con manto

de calamar.

Cambios y alteraciones en el ensilado

Aunque el ensilado aumenta las cantidades de aminoacidos libres, el triptofano se ve afectado
durante el ensilaje, donde reduce su cantidad drasticamente de 35-45% del que presenta en
la materia prima, debido a que es labil e inestable en los pH bajos en su forma libre, siendo
el aminoacido que mas se pierde durante el ensilado (Ruiz-Medina, 2007) y uno de los
aminoacidos limitantes en ensilados &cidos (Gallardo, et al., 2012). Otros aminoacidos que

se reducen son la histidina y la metionina (Backhoff, 1976).

Otra situacién en la que existe perdida de aminoacidos, sucede cuando se realiza un mal
ensilado. Cuando el pH es >4.5, existe deterioro bacteriano o por enzimas autoliticas,
empieza una produccion de nitrogeno volatil, amoniaco y aminas biogénicas (histamina,

putrescina y cadaverina), provocando una pérdida de los aminoacidos por desaminacion y
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descarboxilacion, respectivamente, disminuyendo la calidad del ensilado (Dapkevicius, et
al., 2000; Ruiz-Medina, 2007).

Los lipidos pasan por reacciones que pueden generar cambios en las propiedades
organolépticas del ensilado, principalmente alterando la palatabilidad al momento de usarse.
La lipolisis se da por accion de enzimas lipoliticas presente en los desechos utilizados en el
ensilado, aumentando los &cidos grasos libres. Los niveles de éacidos grasos libres que
contiene un ensilado dependen de si la materia prima es cruda, sufrié procesos de coccién
previo al ensilado, si el ensilaje es quimico o biolédgico, temperatura y pH de almacenado
(Espe & Lied, 1999).

El contenido de &cidos grasos polinsaturados en el pescado y el ensilado favorece la
susceptibilidad de la reaccion conocida como autooxidacion. En esta oxidacion los radicales
lipidicos, producto de la escision de un hidrogeno del carbono central en los &cidos grasos de
doble enlace (Ruiz-Medina, 2007), reacciona rapidamente con oxigeno formando un
peroxido, hidroperdxido y otros radicales. Estos radicales al ser inestables generan productos
secundarios que pueden cambiar desde el olor, sabor o la coloracién del ensilado o afectar su
calidad al perderse acidos grasos polinsaturados, necesarios en la dieta del pulpo, incluso
toxicos para los animales. Uno de estos productos es el malonaldehido (MDA), producto
final de la descomposicion oxidativa de los lipidos, presenta incrementos en los primeros
dias de ensilado. Estas reacciones pueden ser prevenidas mediante el uso de antioxidantes,
encargados de frenar los procesos de oxidacion en la parte lipidica del ensilado. El
Butilhidroxitolueno (BHT) es uno de los antioxidantes méas utilizados en los ensilados
(Vizcarra Magafia, 1999), su uso de ha demostrado mantener los niveles de MDA bajos y
constantes a través de los dias de almacenamiento (Ruiz-Medina, 2007; Gallardo, et al.,
2012). Otros procesos son la remocidn del tracto digestivo disminuyendo el contenido de
acidos grasos libres (Vizcarra Magafia, 1999) y el desengrasado de la materia prima o del
ensilado en los primeros dias, antes de la liberacion de acidos grasos, accion que permite
aumento en el contenido proteico (Tatterson & Windsor, 1974). Este ultimo solo es costeable

en una produccién industrial.
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Uso de ensilados de desechos de pescado en otras especies
El uso de ensilados de desechos de pescado ya se ha probado con éxito en producciones de

animales como rumiantes, cerdos, aves, peces y camarones.

Dietas en aves en donde se incluyé el 5% de ensilado de pescado de la composicion total, se
notd una mejoria en crecimiento conversion alimenticia y produccion de huevo en las gallinas
alimentadas con dicha dieta (Guevara, et al., 1991). Con una inclusién similar del 5%, pero
esta vez en dietas para cerdo, se encontro que las tasas de crecimiento fueron mayores y se
concluy6 que se necesitaba menor cantidad de alimento para producir un kg de carne
(Avdalov, et al., 1992). Otros reportan que la inclusion de 10% de ensilado es el nivel 6ptimo,
ya que a una inclusion >15% se aumenta el consumo de alimento con una mala conversién
alimenticia (Ward, et al., 1985).

Pulido Gomez (1989) reporta que producir 1 kg de carne en tilapia es 25% mas caro con una
dieta comercial que con las dietas donde el principal ingrediente proteico fue el ensilado de
pescado, no presentando diferencia significativa entre la dieta comercial y las de ensilado de

pescado en cuanto a su factor de conversion alimenticia.

Experimentos con Litopenaeus schmitti en donde se realizaron dietas basandose en los
requerimientos nutricionales del camaroén, se incorpor6 un ensilado de sardina, mostrando
que a una inclusion del 15%, la dieta no muestra diferencia significativa y es equiparable a
los crecimientos y sobrevivencias que presentan cuando se alimentan con dietas comerciales
(Gonzalez, et al., 2007).

Gallardo (2012) reporta que el ensilado de desechos de pescado es un buen ingrediente en las
dietas de camardn, pero no como unica fuente proteica debido a sus bajos niveles de
triptéfano. Los niveles son mejorados al mezclarse con dietas comerciales para camaron,
obteniendo mayores ganancias de peso y tasas de crecimiento que con el ensilado como Unica

fuente. Sin embargo, es un buen sustituto de la harina de pescado en los alimentos acuicolas.
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Justificacion

Como recurso pesquero maritimo, la captura de pulpo es de alta importancia econémica y
social para la region y el sector pesquero. La demanda ha llevado a un aumento en los
volumenes de captura por afio, aumentado la explotacion y llevando a la especie O. maya al
limite sustentable (Valero Jimenez, 2009) de su aprovechamiento. En consecuencia, se han
implementado vedas a su captura (CONAPESCA, 2015), permitiendo la pesca de pulpo en
temporadas cortas a lo largo del afio de las cuales dependen pescadores que en ocasiones

Ilega a ser el Unico ingreso del que disponen para su familia.

Numerosas investigaciones en diferentes campos de la ciencia buscan aprovechar el potencial
de cultivo que tiene el pulpo rojo en la acuacultura. Lograr el desarrollo en la acuacultura del
pulpo significaria un desarrollo econémico alternativo para las comunidades pesqueras,
dejando de depender exclusivamente de las temporadas de pesca, cubrir la demanda del
mercado y reducir la carga que presenta actualmente la pesqueria sobre la poblacion silvestre
(DOF, 2018).

Un alimento artificial que sustituya al natural, es indispensable para el desarrollo de la
acuacultura en cualquier especie, por lo que las investigaciones en el area de la nutriciony la
fisiologia digestiva de O. maya se realizan para comprender sus necesidades nutritivas y
como éste las aprovecha. Los trabajos realizados en la UMDI-Sisal de la UNAM permitieron
el desarrollo de un alimento basado en pulpa de jaiba (Callinectes spp) y musculo del manto
de calamar (Dosidicus gigas), aglutinada con grenetina y enriquecida con mezclas minerales
y vitaminas en forma de pasta y pellet. Presentando mejor crecimiento y supervivencia hasta
el momento, que dietas a base solo del uso de pulpa de jaiba fresca (Domingues, et al., 2007;
Gallardo, et al., 2017; Martinez, et al., 2014; Rosas, et al., 2007; Rosas, et al., 2011; Rosas,
et al., 2008).

Sin embargo, dicho alimento resulta inviable en cultivos a gran escala, debido a los altos
costos que representa su realizacion. El presente estudio se disefié con el fin de investigar los
siguientes propdsitos: condiciones para realizar un ensilado de desechos de pescado, los

cambios en el contenido de proteina hidrolizada del ensilado en el tiempo y su uso como
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fuente proteica alternativa de bajo costo para sustituir parcialmente los ingredientes presentes
en la dieta desarrollada en la UMDI-Sisal, evaluando asi, el efecto en el rendimiento del
cultivo de juveniles de pulpo O. maya y por tanto el desarrollo de alimentos viables para el

cultivo piloto comercial o comercial de esta especie.

Hipotesis

El ensilado de desechos de pescado con alto contenido de proteina soluble hidrolizada, al ser
utilizado como reemplazo parcial de carne de jaiba, aportara a la dieta proteinas de bajo peso
molecular y aminoéacidos libres de alta digestibilidad, los cuales promoveran durante los
periodos de digestion la secrecidn y activacion de zimogenos y enzimas proteoliticas en el
tracto gastrointestinal, asi como la estimulacion de los sitios de absorcion en la glandula
digestiva de juveniles de pulpo Octopus maya, promoviendo digestion, asimilacion y
movilizacion de los nutrientes presentes en la dieta de manera similar o mejor a la dieta
peletizada calamar-jaiba desarrollada en la UMDI-Sisal, beneficiando su actividad digestiva,
produccidn de reservas nutritivas (metabdlicas), y en conjunto con préacticas y condiciones

adecuadas para su mantenimiento en cautiverio, también su crecimiento y sobrevivencia.

Objetivos
Objetivo general
Evaluar el efecto del ensilado de desecho de pescado generados de la pesca riberefia en el

Puerto de Sisal, Yucatan, a través de una dieta peletizada sobre la respuesta nutritiva y la

fisiologia digestiva de juveniles del pulpo rojo Octopus maya.
Objetivos especificos

e Determinar las condiciones fisicoquimicas (pH y temperatura) de elaboracion de
ensilados de desechos de pescado.

e Evaluar y cuantificar el contenido de proteina soluble en el homogenizado de la
mezcla de desechos de pescado, asi como en ensilados de 1, 3 'y 10 dias posteriores a
la adicion de acido formico.

e Evaluar el efecto del reemplazo parcial de carne de jaiba Callinectes spp a través de
dietas peletizada con la inclusién del 23 % de ensilados de 1, 3 y 10 dias de desarrollo

sobre el crecimiento y sobrevivencia de juveniles de Octopus maya.
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e Evaluar el efecto del reemplazo parcial de carne de jaiba Callinectes spp a través de
dietas peletizadas con la inclusion del 23 % de ensilados de 1, 3 y 10 dias de desarrollo
sobre la actividad especifica de proteasas acidas y alcalinas en juveniles de O. maya.

e Evaluar el efecto del reemplazo parcial de carne de jaiba Callinectes spp a través de
dietas peletizada con la inclusion del 23 % de ensilados de 1, 3y 10 dias de desarrollo
sobre el contenido de reservas nutritivas (proteina soluble total, acilglicéridos y

colesterol) en juveniles O. maya.

Materiales y métodos

Materia prima

Los desechos de pescado se obtuvieron de la pesca riberefia en el Puerto de Abrigo, Sisal,
Hunucmad, Yucatan. Se recolectaron desechos resultado del fileteado de la pesca con sedal,
donde los pescadores locales retiran ambos filetes del pescado en la lancha durante su retorno
al puerto o bien una vez desembarcada la pesca en el puerto, desechando piel, huesos,
escamas, musculo (restos del filete), aletas, visceras y cabeza completa, que muchas veces
son arrojadas al agua. Las especies de las cuales se utilizaron sus desechos fueron el: Chac-

chi (Haemulon plumieri) y Armado (Orthopristis chrysoptera).

Los desechos fueron recolectados posterior al fileteado por lo que se encontraban frescos. Se
trasladaron a la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI), UNAM,
Sisal, transportados en una bolsa dentro de una hielera por una distancia aproximada de 600
m donde se mantuvieron en refrigeracion a una temperatura de 4°C para su inmediato

procesamiento.

Elaboracion del ensilado

Los desechos fueron pesados en una balanza (Scout pro SP2001, marca: Ohaus Corporation,
USA), el peso obtenido fue de 3927 g y 1984 g de Armado y Chaac-chi, respectivamente y
a los cuales se les monitoreo el pH. Los desechos representaban casi el pescado entero, a
excepcion del filete, por lo cual se molié en una licuadora industrial (LM-12 marca: Torrey)
hasta obtener particulas < 5mm (Gallardo, et al., 2012), a excepcion de la piel, la cual no fue
posible moler por completo. La mezcla se realizé con una proporcion 2:1 (Armado: Chaac-
chi) dando un total de 5,911 g de mezcla. La mezcla se homogenizé agregandole 200mL/kg
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de agua potable (v/p), facilitando la incorporacion de la materia y dandole al homogenizado

una consistencia pastosa.

Al homogenizado se agregd BHT como antioxidante, para evitar la oxidacion del
componente graso de la mezcla de desechos, en una proporcion de 0.02/100g de grasa, la
mezcla de especies de pescado a utilizar presento un 20% de grasa (Gallardo, et al., 2012),

por lo que se le agreg6 0.23 g del antioxidante.

El homogenizado se colocd en una cubeta limpia con capacidad de 20 L. Para dar inicio al
proceso de ensilaje se le agregd 20mL/kg de &cido formico (pureza 88%, Marca: Meyer, #lote
A1001646, USA) y se mezcl6 utilizando un baston de madera limpio, tratando de incorporar
lo mejor posible el &cido al homogenizado. El pH y la temperatura se tomd al homogenizado,
asi como al comienzo del ensilaje, a las 12 horas y posteriormente cada 24 horas durante 30
dias, utilizando un potenciémetro digital (Marca: Hanna), vigilando que el pH se mantuviera
a valores menores o similares a 4. De igual manera durante el tiempo de almacenamiento, el
ensilado fue homogenizado dos veces al dia, limpiando las paredes de la cubeta para evitar

el crecimiento de hongos.

Para conocer la produccion de proteina soluble en el ensilado de desechos de pescado a través
del tiempo, se tomaron muestras del ensilado al dia 0, 1, 3, 5, 10 y hasta el 30, las cuales se

leyeron en un refractdmetro de proteinas, expresandolas en mg mL™,

Obtencidn de juveniles de O. maya
Se utilizaron juveniles de O. maya recién eclosionados provenientes de desoves, mantenidos

en condiciones controladas a partir de reproductores silvestres.

Los reproductores se obtuvieron en el medio natural, a aproximadamente 4 km mar adentro
frente a las costas de Sisal, Yucatan, utilizando el arte de pesca conocida como gareteo o a la
deriva el cual consiste en dejar la embarcacién a la deriva, arrastrando lineas de
monofilamento o cordeles donde se sujeta la carnada, principalmente jaiba y cangrejo
(CONAPESCA, 2015). Se utilizo6 varas de bambd fijadas a la embarcacion en la proa y popa
donde se atan de seis a siete lineas y al extremo libre se coloca la carnada, capturando machos
y hembras que no estén en ovoposicion, por lo que la captura es selectiva. Los reproductores
capturados se colocaron en un tinaco (Marca: Rotoplas, capacidad de 250L) con flujo

continuo de agua de mar durante su traslado en lancha al laboratorio de ecofisiologia de la



21

UMDI-Sisal, donde fueron colocados en estanques externos de 26m?® con una relacion de 2:1
machos y hembras, respectivamente. En los estanques externos permanecieron un periodo de
aclimatacién a una temperatura de 28+2°C por un aproximado de 10+3 dias, donde ocurrio
el proceso de copula. Las hembras copuladas se llevaron al area de maduracion, donde se
colocaron en estanques individuales de fibra de vidrio con capacidad de 80 L con aireacion,
circulacion continua de agua de mar, fotoperiodos de luz oscura, intensidad de 30 Lx/cm?y
temperatura de 24- 26°C, como refugio se le proporciono una caja de fibra de vidrio con tapa
movil donde la hembra desovo (Rosas, et al., 2014). Al finalizar el desove la tapa movil fue
removida y colocada en incubadoras con sistema de aireacion, recirculacion de agua de mar
y temperatura de 26°C durante 45-47 dias, transcurso de tiempo en que eclosionaron los
juveniles de O. maya y se recolectaron. Fueron colocados en una jarra con capacidad de 10

litros.

Disefio experimental

Se aplicaron 4 tratamientos, el primer tratamiento fue una dieta peletizada control a base de
pasta calamar- jaiba (50C:50J) (Martinez, et al., 2014), en los siguientes tres tratamientos se
realiz6 una sustitucion parcial del 23% del aporte de pulpa de jaiba por ensilado de desecho
de pescado de un dia (E1), tres dias (E3) y diez dias (E10) de ensilaje, realizando dietas
peletizadas de calmar-jaiba-ensilado de desechos de pescado (50% Calamar- 27% Jaiba +
27% E1; E3; E10, respectivamente). La descripcion de los tratamientos se muestra en el

cuadro 1.

Se utilizo un total de 100 organismos, dividiéndolos en grupos de 20 juveniles de O. maya
por cada tratamiento y 20 mas se mantuvieron de reserva durante los primeros 5 dias para
reemplazo. Cada pulpo se le asigno un recipiente individual y fueron distribuidos

aleatoriamente de acuerdo al dispositivo experimental.

Durante los primeros 10 dias pasaron por un periodo de adaptacion al alimento seco, en el
gue se alimentaron con la dieta peletizada control calamar: jaiba y se remplaz6 la mortalidad
gue se presentod durante este periodo con los organismos reservados para dicho fin, esto con
el propdsito de que al inicio del experimento cada tratamiento iniciara con 20 organismos

adaptados al alimento peletizado.
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Pasado los 10 dias el experimento inici6 aplicando los 4 tratamientos, se aliment6 dos veces
al dia, una por la mafiana a las 9:00 h y la segunda por la tarde a las 18:00 h. Los pulpos se
alimentaron con los tratamientos, ofreciendo raciones equivalentes al 20% del peso vivo del
pulpo al dia, evitando desperdicio excesivo de alimento no consumido (Quintana, et al.,

2011); todo lo anterior por un periodo de 90 dias.

Cuadro 1 Composicién de las dietas (g 100g de dieta) conteniendo ensilados de desechos de pescado para la

alimentacion de juveniles tempranos de O. maya, durante un periodo de 100 dias de bioensayo. N=80

g 100 g dieta™*
Ingredientes El E3 E10 CT
Jaiba (g) 335 | 335 | 335 | 435
Calamar (g) 435 | 435 | 435 | 435
Ensilado 1 dia (g) 10
Ensilado 3 dias (g) |10 | | _
Ensilado 10 dias (g) |1 100 |_
Grenetina (g) 10 10 10 10
Stay C (g) 2 2 2 2
Pre-mezcla de vitaminas y minerales (g) 1 1 1 1

Dispositivo experimental

Al inicio del periodo de aclimatacion, los organismos se pesaron en una balanza analitica
(Pmb moisture analyzer Marca: Adam equipment, USA), utilizando 100 juveniles recién
eclosionados de O. maya con un peso promedio de 0.106+0.008 g. Los pulpos fueron
individualizados en recipientes de 500 mL de 12x12x6.5, cerrado con tapa hermética con
seguro y ventanas cubiertas por malla en los laterales, permitiendo el flujo de agua a través
del recipiente. A cada recipiente se le coloco un tubo de PVC de % pulgada que funcion6

como refugio artificial para el pulpo.

A cada recipiente se le asigné un numero del 1 al 80 y al azar se le asigné un tratamiento
marcandolos con una cinta de color amarillo, plata, rojo y negro segun la dieta control,

ensilado 1 dia, ensilado 3 dias y ensilado 10 dias, respectivamente.

Los recipientes se mantuvieron en 4 estanques cuadrados de 1.5x2 m con una columna de

agua de 4.3£0.3cm y conectados a un sistema de recirculacion de agua de mar y aireacion,
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con una temperatura ambiente dentro del laboratorio de 24-25°C, y fotoperiodos con ciclos
de 12h luz/ 12hrs oscuridad. El flujo continuo de agua se ajustd a 4.4L/minuto en cada
estanque, lo que permitio realizar un recambio total del agua marina del estanque 52 veces
cada 24 h. En cada estanque se colocaron de manera aleatoria 5 organismos de cada

tratamiento, permitiendo que los 20 recipientes se distribuyeran a lo largo de cada estanque.

Para mantener una calidad de agua Optima para los pulpos se realizd limpieza de los
recipientes por el método de sifonado de fondo, retirando alimento no consumido y heces,
dos veces por dia, durante todo el periodo que duro él experimento. La primera limpieza se
realizaba antes de alimentar por la mafiana y le segunda se realizaba 6 h después de haber

dado el primer alimento.

Parametros fisico-quimicos

Los pardmetros de temperatura, oxigeno disuelto y salinidad del agua se tomaron 3 veces a
la semana, los dias lunes, miércoles y viernes. Temperatura y oxigeno disuelto se tomaron
con un medidor de calidad del agua multiparametro (Marca: YSI Modelo: Pro 20), la
salinidad se tomd con un refractometro de mano para acuario (Marca: handheld). Se

realizaban 4 mediciones al azar dentro de los recipientes por cada estanque.

Parametros como niveles de amonio, nitritos, nitratos y pH se median una vez por semana de
4-6 horas después de la primera alimentacion, con un kit test multiparamétrico (Marca
LaMotte Modelo: AQ-4). Al igual que con los otros parametros, se tomaban cuatro muestras
de cada estanque al azar de cada uno de los pardmetros. Todos los datos se anotaban en una
bitacora.

Crecimiento y Tasa Especifica de Crecimiento

Para conocer el peso de los juveniles eclosionados de O. maya se pesaron al inicio del
experimento con una balanza analitica (Pmb moisture analyzer Marca: Adam equipment,
USA), los siguientes pesajes se realizaron en la misma balanza para evitar posibles
alteraciones que pudiera causar cambiar de equipo. Una vez iniciado el experimento con los
tratamientos, las biometrias de los organismos fueron registrados al dia 40 (10 dias de
aclimatacion y 30 dias de experimento), 70 y 100, dia en el que finalizo el experimento. Antes
de cada biometria los organismos se mantenian en un ayuno de 12 h que permitié asegurar

un vacio estomacal, evitando interferencias en el registro del peso. El pulpo era colocado en
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una caja de Petri con agua previamente tarada y se registraba en una bitacora el numero del

pulpo, tratamiento y peso.

Con los datos registrados se calcularon las ganancias netas de peso al final del experimento
y se obtuvo el porcentaje de la tasa especifica de crecimiento (TEC % dia) para los dias 40,

70y 100, con la siguiente formula:

TEC% = [{(In)(Pf) — (In)(Pi)}/T] * 100
Donde In= logaritmo natural, Pf= peso final, Pi= peso inicial y T=tiempo.

Sobrevivencia
La mortalidad se revisaba todos los dias durante la segunda alimentacion, los organismos
muertos que se encontraban se registraban en bitacora anotando fecha, numero de organismo,

tratamiento, estanque y peso.

Al final del experimento la sobrevivencia se calcul6 a partir de los registros de mortalidad, a
partir de la diferencia de los animales que iniciaron y los que finalizaron el experimento,
expresandolo en porcentaje. La férmula es:
) ) ni —nf
Sobrevivencia (%) = [100 (—)]
numero total

Donde ni es numero de organismo iniciales y nf es el nimero de organismos final.

Indice de Rendimiento
El indice de rendimiento (IR) se obtiene a partir de la correccion de la TEC (% dia?) de los
tratamientos al multiplicarlo por la sobrevivencia (%) de estos, transformando el porcentaje

a valores absolutos (0-1). Formula:

IR = (TEC)(SUPERVIVENCIA)

Tasa de Ingestion
La tasa de ingestion se midio a partir de la diferencia del alimento administrado y el alimento
recolectado después de 6 h. El muestreo se realizo recolectando el alimento de 10 organismos

de cada tratamiento, recuperado mediante un sifon y retenido en un papel filtro (Marca:
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Melitta 2) previamente pesado en balanza analitica (Pmb moisture analyzer Marca: Adam
equipment, USA). El filtro con el alimento recuperado se enjuago con agua destilada para
quitar los restos de sales y minerales provenientes del agua marina, posteriormente se
colocaron para su secado en un horno, a una temperatura de 60°C por 24 h, una vez seco, se
pesaron en balanza analitica y al peso final se le resto el peso del papel filtro. El resultado se
corrigio por el porcentaje de alimento lixiviado durante las 6 h que permanecid el alimento

en el agua marina.
La tasa de ingestion se calculd con la siguiente formula:
TI = [(AO — AR)/T]Lix

Donde AO es el alimento ofrecido, AR es el alimento recuperado, T es el tiempo y Lix es el
porcentaje de alimento lixiviado expresado en valores absolutos (0-1).

Porcentaje de lixiviacion

La lixiviacion es el porcentaje del alimento entregado que se pierde por accién del agua y no
es consumido por el pulpo. Se realizd la prueba a cada tratamiento por triplicado,
colocandolos en un matraz alimento previamente pesado con agua de mar sobre un agitador
rotatorio por 6 horas. Al finalizar, en un papel filtro, previamente pesado, se separa el agua
de mar del alimento, se enjuaga el filtro con agua destilada y se llevo a secar en un horno a
60°C por 24 h. El filtro seco se pesd y al resultado se le resto el peso del filtro para obtener
el alimento no consumido o recuperado. Se expresé en valores de porcentaje, pero en la

férmula para obtener TI se expresa en valores absolutos (0-1).

Obtencion de muestras

El muestreo para la cuantificacion de metabolitos, reservas nutritivas y actividad enzimatica
se llevd a cabo al final de los 100 dias de experimento. Para tomar las muestras se utilizd 4
organismos de cada tratamiento, estos fueron trasladados al laboratorio y se colocaron en un
recipiente con agua de mar que se encontraba a 10°C por 2 min como método anestésico,
disminuyendo su metabolismo al minimo, observandose disminucién en el movimiento del
sifon y relajacion de los brazos. Al pulpo se le practico eutanasia mediante el corte, con tijeras

quirurgicas, del nervio frontal localizado a la mitad de la distancia que existe entre ambos
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0jos. Una vez practicada la eutanasia el pulpo se disecciond para obtener su glandula
digestiva (GD), muestras de musculo tomados de brazos y segmentos del manto.

Las muestras se colocaron en tubos Epppendorf marcados con nimeros consecutivos del 1
al 16. Se introdujeron en nitrogeno liquido y posteriormente fueron trasladados a un
congelador (Revco, Marca: Thermo Fisher Scientific™, USA) donde permanecieron a -40°C

hasta su anélisis.

Metabolitos y reservas nutritivas

En el laboratorio bioquimica, biologia molecular e inmunologia de la UMDI-Sisal se
realizaron las mediciones colorimétricas de glucogeno, colesterol, acilglicéridos y proteinas
solubles totales de las 16 muestras de glandula digestiva, de estas mismas muestras se obtuvo
el extracto para la cuantificacion de actividad enzimatica de proteasas acidas, proteasas

béasicas y lipasas. De las muestras de musculo se obtuvieron proteinas y glucégeno.

Se utilizaron kits comerciales (Bayer Sera Paak Plus B014507-01). El principio para todos
los metabolitos se basa en los cambios de color diferencial, identificados
espectrofotométricamente a través de la absorbancia de la solucién en la longitud de onda

correspondiente y registrada en densidades Opticas (Barcenas, 2013).

a) Glucdgeno

El glucdgeno se extrajo de las muestras de musculo tomadas mediante &cido sulfurico y fenol
al 5%, cada muestra se hizo por triplicado. EI musculo en un tubo Eppendorf se homogenizo
con &cido tricloroacético al 5% (TCA 5%) en un homogeneizador (Marca: Thermo Modelo:
Genesys 10uv) por 50 segundos a 3,340 G con 5 ayudado por 5 perlas dentro del tubo. Se
centrifugo a 4,550 G por 6 minutos, al finalizar se tomé 100uL de sobrenadante y con ayuda
de la micropipeta se homogenizo con 500uL de etanol al 95%, se dejaron incubar por 3 h a
37°C. Pasadas las tres horas los tubos se centrifugaron a 4550 G por 15 min, se desecho el
sobrenadante y se puso a escurrir los tubos invirtiéndolos. Al glucégeno en el tubo se le
adiciono 20uL de agua hirviendo, 200uL de fenol al 5%, 1 mL de acido sulfdrico y mezclados
en vortex (Marca: Wincom Modelo XH_D). 200uL del tubo fueron transferidos a la
microplaca y colocada en un lector de microplacas (Marca: Benchmark plus, Biorad550) a
490 nm.

b) Proteina
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Se utilizé el Método de Bradford (1976), determinando la concentracion de proteinas
solubilizada a través de una solucion acidica de color, azul Coomasie, la cual cuantifico la
reaccion del reactivo con la presencia de proteinas, ligandose a los aminoacidos,
especialmente a la arginina. Se utilizd el reactivo (Biorad-500-0006) ajustado para
microplaca; la determinacion de concentracion de proteinas se realizd utilizando una curva
de albumina bovina (500 0206- Biorad). Para la prueba se homogenizé las 16 muestras de
GD con agua destilada, se tom6 10uL de la muestra'y se mezclé con 200uL de Bradford para
ser incubado por 5min a 25°C. La lectura se realizo en un lector de microplaca (Benchmark
plus, Biorad550) a una absorbancia de 595nm, ya que el enlace con las proteinas sucede a
una absorbancia maxima de 465-595nm.

c) Colesterol

Los ésteres del colesterol se hidrolizaron por la colesterol-éster hidrolasa para liberar
colesterol y &cidos grasos. Se determind el colesterol libre existente, en conjunta con el

producido por el colesterol oxidasa.

Se coloco 10 pL de extracto de GD en una microplaca, adicionando 200 pL de solucion
reactiva del kit comercial (Sera-Pak, Cat. 6670). El analisis colorimétrico se realiz6 sobre la
muestra con una adaptacion para pequefias muestras. Se incub6 la reaccion a temperatura
ambiente por 10 min y se registro la absorbancia a 540 nm en un lector de microplacas
(Marca: Bio-rad Mod:550). La concentracién de colesterol (mg/mL) se calcula utilizando la

constante de conversion del kit. Los resultados se expresan como mg g

d) Acilglicéridos
Los triglicéridos al hidrolizarse libera glicerol, el cual mediante la accion de lipoprotein-
lipasa, se convirtio en glicerol-3-fosfato, el cual a su vez se oxid6 mediante la accién de la
glicerol-fosfato oxidasa, dando como resultado dihidroxiacetona y peréxido de hidrogeno.
Por accion de la peroxidasa, el peroxido de hidrogeno oxidé al cromoégeno 4-
aminoantiripina/p-clorofenol en un compuesto de color naranja palido. Se utilizd un lector

de microplacas (Marca: Bio-rad Mod:550) a una absorbancia de 550nm.

Actividad enzimatica

Para realizar el extracto se prepard el buffer ajustandolo al pH correspondiente para proteasas
acidas y alcalinas, pH de 4 y 8 respectivamente. Se colocdé 1ml de pH correspondiente a la
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muestra y se homogenizo con un homogeneizador de mano de bateria. Al homogenizado se
centrifugo a 13200 rpm por 20 min a 4C (Modelo 5420 Marca: Eppendorf), el sobrenadante
se extrajo con micropipeta (Marca: Eppendorf). El extracto se diluyo en el buffer de pH
correspondiente a un factor de dilucion de 1:10. Para cuantificar la actividad enzimatica se
realizé un triplicado de cada muestra, por lo cual, el sobrenadante de cada muestra se coloco
en tres tubos de 2mL (Marca: Eppendorf) segun el Método de Anson (1938) y su respectivo
control el cual consiste en una proteasa de actividad conocida y blanco, el cual consiste en

agua destilada.

Proteasas alcalinas: en el tubo se coloc6 0.5 mL de buffer y 0.5 mL de caseina 1.5% en buffer
stauffer pH 3.0, se mezclé en vortex (Modelo XH_D Marca: Wincom) y se preincubo por 5
min a 30%C en bafio termal. Finalizado los 5 min se adiciono 20 pL del extracto enzimatico
0 agua destilada en los blancos y se homogenizo cada tubo con la ayuda de un vortex en un
lapso de diferencia de 15 segundos, incubando por 10 min posteriormente en una rejilla a
temperatura ambiente. Para detener la reaccion se afiadié 0.5 ml de TCA al 20% cada 15
segundos con posterior homogenizado en vortex y se refrigero por 15 min a 4°C para la
precipitacion de las proteinas. Con el objetivo de separar el sustrato no digerido, al finalizar
la refrigeracion, se centrifugo a 16200 g por 15 min a 42C y se separé el sobrenadante con la
ayuda de micropipeta, el cual fue colocado en una celda de cuarzo para su lectura. La
absorbancia fue leida y determinada con la ayuda de un espectrofotometro (Modelo 550
Marca: Biorad) a 280 nm.

Proteasas &cidas: en el tubo se colocé 0.5 mL de buffer y 0.5 mL de hemoglobina 1.5% en
buffer stauffer pH 3.0 y se homogenizo. Los siguientes pasos son los mismos que se
realizaron en la evaluacion de proteasas alcalinas. La lectura se realiza colocando el

sobrenadante en celda de cuarzo en un espectrofotometro a 280 nm.

Lipasas: se realiz6 de acuerdo a los métodos de Gjellesvik, Lombardo y Walther (1992)
ajustado a microplacas. Se diluyo 5uL de extracto se mezcld con 20uL de sustrato (TRIS
0.5M, pH 7.4, taurocolato de sodio 5mM, cloruro de sodio 100mM, 4 octanoato de
nitrofenilo,35mM). La absorbancia se leyd en el espectrofotometro (Marca: BIORAD 550)

a 415nm, cada minuto, durante 2min a 25°C.
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Analisis estadistico

Se realiz6 andlisis de varianza de una via de clasificacion (ANDEVA) para los resultados de
la tasa de crecimiento, sobrevivencia, tasa de ingestion, metabolitos y reservas nutritivas y
de dos vias de clasificacion (MANDEVA) para los resultados obtenidos de la actividad
enzimatica. Una prueba pos-hoc de Duncan se aplicé en los casos donde se encontraron
diferencias estadisticas en los resultados. Se utilizo el programa Statistical 10.0, y para los

analisis se utilizé un nivel de confianza de 95% (Zar, 2000).

Resultados

Parametros fisico-quimicos

Los valores registrados durante los 100 dias de bioensayo para el oxigeno disuelto se
mantuvieron en un intervalo entre 3.6 mg L™y 6.75 mg L™, con un valor promedio de 4.87
mg L en el agua de mar. En el analisis de varianza (ANDEVA), considerando el tiempo y
los valores de O disuelto en el agua de mar de los diferentes tratamientos, permitié observar
diferencias significativas(p<0.05) entre tratamientos y tiempo, y una interaccién significativa

entre estos al dia 55 del experimento, como se observa en la figura 1.
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Figura 1.- Oxigeno disuelto (mg L) del agua de mar en los estanques del dispositivo experimental donde se
mantuvieron los juveniles de O. maya durante el bioensayo. Promedio + Desviacion estandar. CT: alimento sin
ensilado; E1: alimento con un dia de ensilado; E3: alimento con 3 dias de ensilado; E10: alimento con 10 dias de

ensilado. N=80

Para los valores de temperatura, la prueba estadistica reflejo que no hubo diferencias entre
tratamientos, sin embargo, si con respecto al tiempo (p<0.05), como se puede observar en la
fig. 2, el incremento de la temperatura conforme al tiempo experimental. De igual manera se
puede observar un descenso repentino a partir del dia 15 hasta el 20 donde se registro la
temperatura minima de 23°C, a partir de esta fecha se registra un ascenso gradual de la

temperatura hasta el valor maximo de 28.1°C al final del bioensayo y un promedio de 26°C.
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Figura 2 Temperatura (°C) del agua de mar en los estanques del dispositivo experimental donde se mantuvieron los
juveniles de O. maya durante el bioensayo. Promedio + Desviacion estandar. CT: alimento sin ensilado; E1: alimento

con un dia de ensilado; E3: alimento con 3 dias de ensilado; E10: alimento con 10 dias de ensilado. N=80

La salinidad no presento diferencias estadisticas entre tratamientos y tampoco en el tiempo.
Asi, se mantuvo en un intervalo de 38-40 g L durante el desarrollo del bioensayo, con un
promedio de 39.13 g L, como lo muestra la fig. 3. En cuanto al pH, un valor promedio de
7.5 en el agua de mar de los diferentes tratamientos fue registrado durante el desarrollo del

experimento

En relacion al contenido de los productos nitrogenados como amoniaco Yy nitritos, se
mantuvieron en intervalos aceptables para el mantenimiento en cautiverio de O. maya durante
el desarrollo del experimento en el agua de mar utilizada, con promedios de 0.25 y 0.05,

respectivamente.
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Figura 3 Niveles de salinidad (g L) del agua de mar en los estanques del dispositivo experimental donde se
mantuvieron los juveniles de O. maya durante el bioensayo. Promedio *+ Desviacion estandar. CT: alimento sin

ensilado; E1: alimento con un dia de ensilado; E3: alimento con 3 dias de ensilado; E10: alimento con 10 dias de
ensilado. N=80

Condiciones fisicoquimicas del ensilaje de los desechos de pescado.

Se realizd un monitoreo de pH y la temperatura desde la preparacion del homogenizado sin
acido férmico, una vez agregado el &cido y cada 24 horas, hasta el dia 30. El pH del
homogenizado fue de 7, al agregarse el acido el valor descendié a 3.78 y a las 5 horas registro
un valor de 3.73. Durante el primer dia se monitoreo el pH del ensilado a las 18 y 24 horas
de agregar el acido, cuyos valores fueron de 3.94 y 3,95 respectivamente. El valor del pH se
mantuvo por debajo del 4 hasta el quinto dia donde se registrd un valor de 4.03, registrando
un valor méximo de 4.04 al dia 10y 11.
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Figura 4 Valor del pH registrado en el homogenizado y en el ensilado de desechos de pescado durante los dias de

ensilaje hasta el dia 30.

La temperatura se empez0 a registrar a partir del primer dia de ensilaje. El ensilado se
mantuvo tapado no herméticamente y conservado en lugar seco y protegido de la luz,
almacenado a temperatura ambiente, por lo que los registros de la temperatura tuvieron un
promedio de 28.2°C durante los dias de ensilaje. En la fig. 4 y 5, asi como en el cuadro 2 se

puede observar los registros de los primeros dias, aunque el registro contintio hasta el dia 30.
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Figura 5 Temperatura (°C) registrada en el homogenizado y en el ensilado de desechos de pescado durante los dias

de ensilaje hasta el dia 30.

Cuadro 2 Registro de los valores de pH y temperatura en el homogenizado y ensilado durante los primeros 11 dias
durante el cual se tomaron las muestras para la preparacion del ensilado. D= dia de ensilaje. *= dias en los que se

tomé muestra para la preparacion de alimento.

Muestra Hora | pH | Temperatura(°C)
Homogenizado 14:00 | 7 -
14:00 | 3.78
Homogenizado+ac.formico -
19:00 | 3.73
9:00 |3.94
D1* 27.4
14:00 | 3.95
D2 14:00 | 3.94 | 27.6
D3* 14:00 | 3.99 | 27.9
D4 14:00 |{ 3.99 | 28.0

D5 14:00 | 4 29.0
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D6 14:00 | 4.03 | 29.0
D7 14:00 | 4.01 | 28.1
D8 14:00 | 4.01 | 28.4
D9 14:00 | 4.02 | 28.5
D10* 14:00 | 4.04 | 28.0
D11 14:00 | 4.04 | 28.2

La hidrolisis que se llevo a cabo en el ensilado provoco que la produccion de proteina soluble
aumentara con los dias.

Lo proteina soluble se midid desde el dia 0, donde el homogenizado presento un valor de 74
mg ml, una vez iniciado el proceso de ensilaje la proteina soluble aumento a 102, 126, 144,
148, 156, 164, 164 y 172 mg ml* a los dias 1, 3, 5, 8, 10, 15, 20 y 30, respectivamente,
encontrando diferencias estadisticas entre los promedios de cada dia, excepto del dia 15-30

donde ya no hay diferencia significativa, como se puede observar en la fig.6.
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Figura 6 Produccién de proteina soluble (mg ml?) con diferentes dias de hidrdlisis registrados en el ensilado de

desechos de pescado. Promedio + Desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencia estadistica.
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Crecimiento de juveniles de O. maya

Los juveniles tempranos de O. maya se pesaron al dia 0, con un promedio de 0.106 + 0.001g,
presentando una baja variabilidad en los pesos de los organismos seleccionados. Los pesajes
al dia 40,70 y 100 mostraron crecimientos exponenciales y a la vez un aumento en la

variabilidad de los pesos de los juveniles, incluso en los mismos tratamientos.

Existen diferencias significativas (P<0.05) en el tiempo, aunque, es de aclararse que al hablar
de crecimiento en organismos es normal. No existe diferencias significativas en el
crecimiento en peso entre tratamientos, de igual manera no existe diferencias entre

tratamiento y tiempo.

Aunque no existe diferencia entre tratamientos en el crecimiento, se muestra que los mayores
pesos fueron obtenidos por los tratamientos con un dia de ensilado (E1) y diez dias de
ensilado (E10) y los menores pesos los registraron el tratamiento control sin ensilado (CT) y
un dia de ensilado (E1l) a partir del dia 70 hasta el 100 (Fig.2).
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Figura 7 Crecimiento en peso (g) de juveniles tempranos de O. maya alimentados durante el bioensayo con dietas
que contenian ensilados de desechos de pescado de diferentes dias de hidrdlisis. Promedio + Desviacion estandar.
CT: alimento sin ensilado; E1: alimento con un dia de ensilado; E3: alimento con 3 dias de ensilado; E10: alimento
con 10 dias de ensilado. N=80
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Sobrevivencia

Durante los 100 dias que duro el experimento, los alimentos de cada tratamiento tuvieron un
efecto positivo sobre los organismos, obteniendo una sobrevivencia en todos los tratamientos
superior al 50%; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre estos
(p<0.05).

Los pulpos alimentados con tratamientos E3 y E10 presentaron los valores mas altos, con
85% y 75% de sobrevivencia, respectivamente. En la fig.8 se puede observar un repentino
incremento de la mortalidad en los tratamientos con alimentos CT y E1, a partir del dia 40
hasta el 100 y del dia 20 hasta el 60, respectivamente.
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Figura 8Supervivencia (%) de juveniles tempranos de O. maya alimentados durante el bioensayo con dietas que

contenian ensilados de desechos de pescado de diferentes dias de hidrdlisis. Promedio + Desviacién estandar. CT:
alimento sin ensilado; E1: alimento con un dia de ensilado; E3: alimento con 3 dias de ensilado; E10: alimento con
10 dias de ensilado. N=80
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Tasa Especifica de Crecimiento

En todos los tratamientos utilizados en el experimento se presentd una Tasa especifica de
crecimiento (TEC%) positiva con valores superiores al 1.5 % dial, aunque de igual manera
que en la ganancia en peso, no se presentaron diferencias significativas entre los valores

obtenidos por los pulpos mantenidos con los diferentes tratamientos.

Los valores obtenidos por los pulpos mantenidos con los alimentos E1 y E10 fueron de 2.1%
dial y 2% dia! (respectivamente), ligeramente mayores al 1.8% dia® obtenido con los
alimentos CT y E3 (fig.9) (p>0.05). 1
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Figura 9 . TEC (% dia) de juveniles tempranos de O. maya alimentados durante el bioensayo con dietas que
contenian ensilados de desechos de pescado de diferentes dias de hidrdlisis. Promedio + Desviacion estandar. CT:
alimento sin ensilado; E1: alimento con un dia de ensilado; E3: alimento con 3 dias de ensilado; E10: alimento con
10 dias de ensilado. N=80

Indice de Rendimiento

El crecimiento obtenido por los organismos de los diferentes tratamientos y calculado con la
TEC fue relacionado y corregido con los valores de la supervivencia (en valores absolutos

de 0-1), obteniendo el indice de rendimiento (IR). Los valores obtenidos (fig. 10) fueron
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superiores al 1% dia! en todos los tratamientos, sin embargo, no se presentaron diferencias

significativas entre ellos para este indicador.

Los pulpos mantenidos con el tratamiento E3 obtuvo el IR mas alto (1.57% dia), seguido de
los tratamientos E10, E1y CT (1.51%, 1.33% y 1.30% dia', respectivamente).
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Figura 10 . indice de rendimiento (% dial) de juveniles tempranos de O. maya alimentados durante el bioensayo
con dietas que contenian ensilados de desechos de pescado de diferentes dias de hidrolisis. Promedio + Desviacion
estandar. CT: alimento sin ensilado; E1: alimento con un dia de ensilado; E3: alimento con 3 dias de ensilado; E10:

alimento con 10 dias de ensilado. N=80

Tasa de ingestion

El consumo de alimento se observé en el andlisis sobre los datos de las tasas de ingestién de
los pulpos durante el bioensayo, el cual no mostro diferencias significativas en el consumo
de los organismos mantenidos con los diferentes tratamientos (p>0.05). EI promedio més alto
de consumo de alimento por hora se mostrd en los organismos correspondientes al
tratamiento E10, con 0.0021+0.0004 g H%, sequido de los organismos pertenecientes a los
tratamientos E1, CT y E3, siendo este tltimo el que presento menor consumo, como se puede

observar en la fig. 11.
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Figura 11. Tasa de ingestion (g H) de juveniles tempranos de O. maya alimentados durante el bioensayo con dietas
que contenian ensilados de desechos de pescado de diferentes dias de hidrdlisis. Promedio + Desviacion estandar.
CT: alimento sin ensilado; E1: alimento con un dia de ensilado; E3: alimento con 3 dias de ensilado; E10: alimento

con 10 dias de ensilado. N=80

En el cuadro 3 se resumen los valores de los indicadores zootécnicos obtenidos del presente

estudio.

Cuadro 3 Cuadro zootécnico de juveniles tempranos de O. maya mantenidos durante 100 dias de bioensayo en el
cual fueron alimentados con dietas con contenido de ensilado de desechos de pescado de diferentes dias de hidrolisis.
Promedio +Desviacion estandar. CT: alimento sin ensilado; E1: alimento con un dia de ensilado; E3: alimento con 3
dias de ensilado; E10: alimento con 10 dias de ensilado; TEC: Tasa especifica de crecimiento; IR: Indice de

rendimiento; T1: Tasa de ingestion. N=80

Dato CT+DE E1+DE E3+DE E10+DE

Peso dia 40 (g) 0.28+0.06 | 0.24+0.07 | 0.2620.06 | 0.24+0.08
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Peso dia 70 (g) 0.41%0.18 | 0.49+0.14 | 0.42+0.17 | 0.49+0.19
Peso dia 100 (g) 0.69+0.24 | 1.00+0.40 |0.73+0.38 | 0.87+0.35
TEC dia 40 (%) 2.39+0.62 | 1.90+0.75 |2.20+0.56 | 1.91+0.76
TEC dia 70 (%) 1.79+0.68 | 2.12+0.40 | 1.87+0.60 | 2.09+0.53
TEC dia 100 (%) 1.84+0.34 | 2.13+0.47 | 1.82+0.48 | 2.01+0.45
Sobrevivencia (%) 70220 60+16.33 | 85+19.15 | 75+19.15
IR (%) 1.31+0.46 | 1.33+0.53 | 1.57+0.55 | 1.52+0.34
H@HY 0.001620. | 0.00160. | 0.0015+0. | 0.00210.
0003 0003 0005 0004

Metabolitos y reservas nutritivas en musculo

Del musculo obtenido de los brazos de ejemplares de pulpo de cada tratamiento, se evalué el
contenido (mg mL?*) de proteina soluble total y glucdgeno. Los valores obtenidos son

mostrados en la fig. 12.

Las concentraciones de proteina soluble que presentaron los pulpos, superaron los 10 mg mL"
len todos los tratamientos. Sin embargo, estos niveles de proteina en musculo no presentan
diferencias significativas entre los pulpos obtenidos de los diferentes tratamientos. Los

valores promedio obtenidos en los pulpos alimentados con los tratamientos CT y E3 fueron

los més altos, siendo estos de 12.5 y 12.4 mg mL™ respectivamente.
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La concentracion de glucdgeno en el musculo de los pulpos no presenta diferencias
significativas entre los tratamientos. Aunque no significativo, los pulpos alimentados con el
tratamiento E3 muestran concentraciones mayores (0.6 mg mL™) al resto de los tratamientos

que presentan un promedio de 0.3 mg ml* para CT, E1y E10.
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Figura 12 Concentracién de proteina (a) y glucégeno (b) registrado en musculo (brazos) de juveniles tempranos de
0. maya alimentados durante el bioensayo con dietas que contenian ensilados de desechos de pescado de diferentes
dias de hidrolisis. Promedio + Desviacion estandar. CT: alimento sin ensilado; E1: alimento con un dia de ensilado;

E3: alimento con 3 dias de ensilado; E10: alimento con 10 dias de ensilado. N= 16

Metabolitos y reservas nutritivas en glandula digestiva

Se evalud el contenido de proteina soluble total, colesterol, acilglicéridos y glucosa en la
glandula digestiva de los juveniles de pulpos O. maya muestreados (N=16) de cada
tratamiento. Las concentraciones promedio de cada metabolito y sustancia de reserva se
observan en la fig.13. El contenido de proteina soluble obtenidos en glandula digestiva no
muestra diferencias significativas entre los tratamientos, aunque, como se puede observar en
la fig.13, los pulpos alimentados con el tratamiento E3 presenta una concentracion de 21.1
mg mL, mayor a los obtenidos en CT, E1y E10 (15.7, 17.4 y 15.5, respectivamente).
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El contenido de acilglicéridos en la glandula digestiva de los pulpos evaluados presento
concentraciones similares para los cuatro tratamientos, siendo el alimento E1 el que registro
el mayor valor, seguido por el E3, E10 y por Gltimo el CT (4.45, 3.92, 3.69, 3.67mg mL™,

respectivamente). Dichos valores no presentan diferencias significativas entre tratamientos.

Las concentraciones promedio obtenidos para colesterol en GD se mantienen en un rango de
2-3 mg mL?, en los cuatro tratamientos. No se presenta diferencias significativas entre

tratamientos en dichas concentraciones.
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Figura 13 Concentracion de proteina (a), acilglicéridos (b) y colesterol (c) registrado en glandula digestiva (GD) de
juveniles tempranos de O. maya alimentados durante el bioensayo con dietas que contenian ensilados de desechos
de pescado de diferentes dias de hidrdlisis. Promedio + Desviacion estandar. CT: alimento sin ensilado; E1: alimento
con un dia de ensilado; E3: alimento con 3 dias de ensilado; E10: alimento con 10 dias de ensilado. N=16

Actividad enzimatica
Se evalud la actividad enzimatica en glandula digestiva de O. maya, midiendo las
concentraciones de proteasas acidas, alcalinas y lipasas. Dichas concentraciones se presentan

en lafig. 14.

La actividad de las proteasas acidas en la GD de los pulpos en los cuatro tratamientos fue
mayor a 10 U mg proteina, siendo el valor mas alto de 17.9 U mg proteina™ obtenido de los
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pulpos alimentados con el tratamiento E1 y el menor de 11.9 U mg proteina™ fue del CT. No

se encuentran diferencias significativas entre los tratamientos

El alimento utilizado en el tratamiento E3 afecto la actividad de las proteasas alcalinas en la
GD, provocando una concentracion significativamente menor (P<0.05) al resto de los
tratamientos (CT, E1 y E10). De estos tratamientos el que presento mayor actividad fue el
CT obteniendo una concentracion promedio de 7.76 U mg proteina™ y la menor, como se

menciono anteriormente, fue E3 con 4.76 U mg proteina™.

Laactividad de las lipasas en GD no presenta diferencias significativas entre los tratamientos,
donde CT, E3 y E10 mostraron actividad muy similar entre ellos obteniendo un valor
promedio de 0.026 U mg proteinaty E1 tuvo la menor actividad con 0.016 U mg proteina™.
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Figura 14 Actividad enzimatica. Actividad de proteasas acidas (a), proteasas alcalinas (b) y lipasas (c) registrada en
glandula digestiva (GD) de juveniles tempranos de O. maya alimentados durante el bioensayo con dietas que
contenian ensilados de desechos de pescado de diferentes dias de hidrdlisis. Promedio + Desviacion estandar.
Diferentes letras representan diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.05). CT: alimento sin ensilado; E1:

alimento con un dia de ensilado; E3: alimento con 3 dias de ensilado; E10: alimento con 10 dias de ensilado. N=16
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Discusion

Parametros

Las cantidades de oxigeno disuelto en el medio acuético son indispensables para la
respiracion de todos los organismos aerdbicos que habitan en este. A partir de este proceso,
las moléculas de oxigeno se incorporan a los procesos bioquimicos del metabolismo, de los
cuales se obtendra energia, y esta sera destinada para llevar a cabo procesos fisioldgicos que
permitan mantener la integridad y homeostasis del organismo (Manduzio, et al., 2005),
crecimiento y reproduccion.

A partir de estos procesos, como la respiracion celular, en las que participan las moléculas
de oxigeno, se producen radicales libres como perdxido de hidrogeno, aniones superéxido,
radicales hidroxilos, 6xido nitrico, fosfatos, sulfito de hidrégeno entre otros. Estas moléculas
son especies reactivas de oxigeno que normalmente se encuentran en la célula y son
eliminadas por via enzimatica, no enzimatica y el sistema antioxidante. Cuando este sistema
se ve rebasado, comienza un estado conocido como estrés oxidativo, dafiando constituyentes
celulares y llevando a la disfuncién o muerte celular (Marnett, 2000; Manduzio, et al., 2005;
Barcenas Pazos, 2018). Factores que afectan la produccidn de radicales libres son la cantidad
de oxigeno presente y la temperatura, al afectar la tasa metabolicay el transporte del oxigeno.
Durante el bioensayo del presente estudio el intervalo de O disuelto registrado en los
estanques permanecié entre 3.6-6.75 mg L™, el cual se encuentra dentro de los valores
recomendados para el mantenimiento adecuado de los organismos en el que no presentara
dafos, valores inferiores a 3 mg L es una concentracion en la que las funciones vitales del
organismo comienzan a disminuirse o afectarse (Cerezo Valverde & Garcia Garcia, 2005),
considerando como punto critico una concentracion de oxigeno de 2.3 mg L™ (valor general
para los octopodos), en la que juveniles de O. maya dejaron de ingerir alimento (Barcenas
Pazos, 2015).

La temperatura, dentro de los factores ambientales, es el que presenta mayor influencia sobre
el metabolismo y sobre otros parametros. Si la concentracion de oxigeno en el medio genera
condiciones de hipoxia, los mecanismos de compensacion se despliegan de mejor o peor

manera a diferentes temperaturas (Barcenas Pazos, 2015). Al tener tan fuerte efecto sobre las
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funciones bioldgicas de los ectotermos, esta se considera como el principal factor que
influye sobre el crecimiento y su tasa de crecimiento (Forsythe & Van Heukelem, 1987,
Forsythe & Hanlon, 1988; Leporati, et al., 2007; Seemens, et al., 2011; Barcenas Pazos,
2018). Este efecto es particularmente mayor en los pulpos juveniles durante la fase de
crecimiento exponencial que en los adultos con crecimiento mas lento y potencial (Semmens,
et al., 2004)

Durante el tiempo que duro el bioensayo, los organismos estuvieron expuesto a una variacion
de la temperatura comenzando a partir del dia 15 donde hubo un descenso repentino de la
temperatura alcanzando un minimo de 23°C a partir del cual comienza un crecimiento
exponencial hasta el fin del experimento. Este aumento de la temperatura se debio
principalmente al fallo del equipo de aire acondicionado del laboratorio encargado de
mantener un régimen constante de 24-25°C y al incremento de temperatura en el medio

ambiente de Sisal durante la época de primavera-verano.

La mayoria de los experimentos realizados en cefalopodos mantienen un régimen de
temperatura. Generalmente para Octopus maya la preferencia térmica final es de 23.4°C
(Noyola, et al., 2013), sin embargo, estos regimenes ambientales no reflejan las ondulaciones
de temperatura en la naturaleza (Leporati, et al., 2007). En la peninsula de Yucatan al ser un
sitio de transicién entre el Golfo de México y el Mar Caribe es sujeto a distintas variaciones
climaticas con oscilacién de la temperatura del mar, que presenta una fluctuacién entre 21-
26°C con un promedio superficial de 26.85°C, temperaturas relativamente bajas para el clima
tropical de la peninsula debido al fendmeno de surgencia, donde vientos favorables todo el
afio permiten mantener estas temperaturas mas bajas en el nicho donde habita O. maya
durante el verano, causando oscilaciones en la temperatura del mar de 26+4°C en un dia de
verano y 9°C entre estaciones (Zavala-Hidalgo, et al., 2003; Rosas, et al., 2004; Zavala-
Hidalgo, et al., 2006; Noyola, et al., 2013; Arreola Meraz, 2018), por lo que el aumento de
5°C y el intervalo de 25-27°C que se present6 durante el bioensayo seria semejante a las
oscilaciones que un pulpo experimentaria en naturaleza. Sin embargo, este aumento pudo
haber influido en el crecimiento de los organismos, ya que se reporta que el efecto de la
temperatura sobre el crecimiento es mayor en cefalépodos juveniles durante su fase de
crecimiento exponencial donde pequefias diferencias en la temperatura experimentados por

estos pueden producir TEC significativamente diferentes (Forsythe, 1993; Forsythe &
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Hanlon, 1988; Forsythe, 2004). Seemens, et al. (2011) reporta que pulpos sub adultos
sometidos a regimenes de temperatura creciente (14-18°C), decreciente (18-14°C) y
constante (16°C) durante 100 dias no se encontraron diferencias significativas en su TEC
entre los tres tratamientos, aunque el régimen de temperatura creciente tuvo mejores
porcentajes de TEC y un efecto en el crecimiento muscular diferente al régimen constante.
En un experimento similar, pero con juveniles de O. pallidus, Leporati et al. (2007) mostro
que, con un aumento exponencial de temperatura por 100 dias, los pulpos presentaban una
TEC constante. Un comportamiento diferente sucede cuando la temperatura disminuye, ya
que la TEC alcanza un pico mientras la temperatura es alta seguida de una disminucién

conforme disminuye la temperatura.

La salinidad y pH se mantuvieron constantes y en rango optimo durante el bioensayo de
acuerdo a lo reportado en otros trabajos (Barcenas, 2013; Martinez, et al., 2014). Los
pardmetros que evaluaron la calidad de agua (amoniaco y nitritos) permanecieron bajos y en
rango optimo debido al flujo de 4.4L min* en el recambio de agua que se mantuvo en los
estanques y la constante limpieza de las cajas para evitar acumulacion y consecuente
contaminacion por restos de alimento o materia organica que pudiera afectar la sobrevivencia

de los organismos.

Ensilado

El uso de la tecnologia del ensilado para mantener y conservar el valor biolégico de la materia
prima, resulta un proceso muy adecuado para los desechos de pescado (Tatterson & Windsor,
1974), manteniéndolo estable a temperaturas altas y por largos periodos de almacenamiento,
debido a su pH que evita la descomposicién y la proliferacion de bacterias patégenas, hongos
y moho (Tatterson, 1982; Tatterson & Windsor, 1974; Pulido Gomez, 1989; Spanopoulus
Hernandez, et al., 2010; Raa & Gildberg, 1982; Ruiz-Medina, 2007). Sin embargo, para tener
un ensilado de calidad es importante que la materia prima con el que se realiza sea de calidad,
conservando un buen estado y no presentando putrefaccion. En el caso de los desechos de
pescado, su estado de conservacion se puede evaluar mediante el pH que estos presentan,
manteniendo valores de 6-6.5 cuando estd en buen estado y >7 comienza el estado
descomposicion (Belitz, 1988; Vizcarra Magafia, 1999; Ruiz-Medina, 2007). Los desechos
de pescado utilizados en el presente estudio presentaron valores de pH de 7, encontrandose

en los limites que se reportan para el pescado, sin embargo, se considero en buen estado la
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materia prima debido a que los desechos se obtuvieron de un pescado fresco recién capturado,
manteniéndose en refrigeracion a 4°C después de su colecta y su procesamiento para
elaboracion del ensilado fue el mismo dia.

El uso de &cido férmico (&cido orgénico) para dar inicio al proceso de ensilaje resulto en una
adecuada eleccion, el cual es consistente con estudios previos, debido que al agregarse el
acido el pH descendi6 a 3.78 y como reportan Vizcarra (1999) y Gallardo et al (2012) el valor
del pH se estabilizo a las 18 h, manteniéndose constante a partir de las 24 h, con valores
entre 3.8-4 sin la necesidad de afiadir méas &cido. Esta condicion &cida favorecid la actividad
proteolitica al mantener el pH en el rango optimo (3-4) de actividad de las proteasas &cidas
como la pepsina, que se encuentra en carne y visceras principalmente, acelerando la hidrélisis
de las proteinas en menor tiempo. El uso de acidos organicos, como es el acido férmico, evita
el proceso de neutralizacion en el ensilado al utilizarse en alimentos, como se realiza en
ensilados donde se utilizé acidos inorgéanicos donde el pH se reduce a un valor < 3. De igual
manera, el pH registrado durante el ensilaje fue de valores menores a 4, lo cual fue benéfico
ya que en ensilados con pH >4, su calidad disminuye por la produccion de nitrogenos
volatiles y amoniaco los cuales reducen los aminoacidos presentes (Raa & Gildberg, 1982;
Pulido Gomez, 1989; Espe & Lied, 1999; Viana, et al., 1993; Vizcarra Magafia, 1999;
Vidotti, et al., 2002; Ruiz-Medina, 2007; Gallardo, et al., 2012; Arruda, et al., 2007).

La solubilidad en el ensilado aumento con el paso del tiempo, duplicando el contenido de
proteina soluble con el que inicio, el cual fue de 74 mg mL?, a 145.33 mg mL al dia 5. Este
crecimiento exponencial en la produccion de proteina soluble se mantuvo hasta el dia 10
donde la mayor parte de la proteina estaba solubilizada y la produccién se estabilizo. Por otra
parte, durante los primeros dias existe un aumento de &cidos grasos libres debido a la lipolisis
de la fraccion grasa de la materia prima (Tatterson & Windsor, 1976). La incorporacién de
visceras al ensilado tuvo una participacion importante en el tiempo de solubilizacion de la
proteina de manera en que este se reduce, dicho de otro modo, las visceras, en comparacion
con otros tejidos, aportan la mayor cantidad de enzimas proteoliticas y lipoliticas (Espe &
Lied, 1999), luego, al estar en un ambiente acido optimo, en consecuencia del uso de acido
formico, la actividad enzimatica es mayor y el tiempo de hidrélisis menor. Nitrégeno proteico
es otro aporte de las visceras al ensilado, tal y como se reporta en estudios anteriores al

comparar ensilados que incluian visceras con ensilados de solo musculo y piel, donde en este



49

ultimo el nitrégeno proteico fue menor (Backhoff, 1976). Por estas razones, el ensilado
mantiene valores similares a la composicion quimica de la materia prima, por tanto, el valor
de la proteina depende de la materia prima utilizada (Pulido Gomez, 1989; Spanopoulus
Hernandez, et al., 2010).

El uso de BHT (Torrissen, et al., 1981; Vizcarra Magafia, 1999), el cual fue adicionado al
ensilado desde el primer dia de su elaboracién como antioxidante permite evitar la oxidacion
de los lipidos y la formacion de malonaldehido (MDA), en consecuencia se evita cambios
fisicos en el olor, color (oscurecimientos), textura y sabores rancios (Arruda, et al., 2007;
Ruiz-Medina, 2007), los cuales hubieran resultado negativos para los pulpos experimentales,
causando la disminucion en la ingestion de la dieta, situacion que no sucedid e incluso resulto
atractiva para los pulpos, similar al poder atrayente que tienen los concentrados de proteina
de pescado (CPSP) en los pulpos (Aguila, et al., 2007).

La temperatura a la que se mantiene el ensilado influye en el tiempo de hidrdlisis (Ruiz-
Medina, 2007), aunque generalmente la temperatura ambiente a la que se almacena es
suficiente para que ocurran los cambios bioquimicos del ensilado (Arruda, et al., 2007), sin
la necesidad de mantenerlo a una temperatura especifica. En el presente estudio el ensilado
se mantuvo a temperatura ambiente, con un promedio de 28°C durante 30 dias, favoreciendo
que mas del 70% de hidrolisis se llevara a cabo en los primeros tres dias y al décimo dia la
hidrélisis fuera de mas del 90%, tal y como ser observd en estudios anteriores, obteniendo
102, 126 y 156 mg ml™ de proteina soluble al dia 1, 3 y 10 respectivamente, de los cuales se
tomaron las muestras para la preparacion de las tres dietas a probar. Pulido (1989) reporta
que un ensilado de pescado almacenado a 23°C presenta una solubilidad de 10-20% en los
primeros tres dias, valores superiores a 75% a los 10 dias, por lo que a mayor temperatura
estos valores se obtienen en menor tiempo. Gildberg (1992) reporta una hidrélisis del 70%
del NT en 4 dias en ensilado de visceras de pescado a 25°C, Vizcarra (1999) reporta un 60%
de hidrdlisis de la proteina total en 4 dias a 37°C en almacenamiento, Ruiz (2007) reporta en
un primer ensilado una hidrdlisis proteica de 95.84% en 120 horas (5 dias) a 37°C y un pH
4, en un segundo experimento, ensilados con &cido formico a 37°C presentaron una hidrolisis
de 74.37% a las 24 horas y superando el 90 % al dia 6, Mach & Nortvedt (2009) reportan
81% de solubilidad en ensilados de pescado crudo, pero solo 21% a los 4 dias en ensilados

donde el pescado fue cocinado, demostrando la importancia de las enzimas presentes en los
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desechos de pescado en el proceso de ensilaje y la velocidad con la que se hidroliza la materia
en los primeros dias. Gallardo et al. (2012) reporta valores cercanos al 90% al dia 3 en
ensilados de desechos comparable al realizado en el presente estudio tanto en materia prima

como en condiciones de elaboracion.

Barcenas (2013) menciona posibles efectos negativos por altas cantidades de grasa en los
ensilados de desecho de pescado al actuar como anti nutrientes, debido a que en cefalopodos
la digestibilidad de los lipidos es ineficiente y pude causar una saturacion de los sitios de
absorcion en la GD, viéndose reducido principalmente el crecimiento (Petza, et al., 2006;
Valero Jimenez, 2009). Sin embargo, Valero (2009) también reporta que la cantidad de
lipidos no es la principal causa de bajas tasas de crecimiento, ya que el pulpo a lo largo de su
vida necesita lipidos monoinsaturados Yy polinsaturados (PUFA) como éacido
docosahexaenoico (DHA) y eicosapentaenoico (EPA) abundantes en manto de calamar y
jaiba (Bércenas, 2013), respectivamente, que participan en el desarrollo del sistema nervioso,
la fisiologia reproductiva y en la formacion de biomembranas durante el crecimiento en
pulpos como O. vulgaris (Linares, et al., 2015). Con una primera dieta artificial cuyo
contenido fue de 21% de lipidos y dirigida a cubrir los requisitos de energia de mantenimiento
(Rosas, et al., 2007; Domingues, et al., 2007) se observo que los lipidos si fueron un factor
limitante en la dieta. En estudios posteriores, se calcul6 que el requerimiento de O. maya es
de 5.1-5.6% de lipidos (Rosas, et al., 2013) similar al contenido lipidico del cangrejo que va
de 2.9-5.1% (Valero Jimenez, 2009), considerando también que buenas tasas de crecimiento
y supervivencia no solo dependen de la cantidad o calidad de proteinas y lipidos, también
dependen de la disponibilidad para ser asimiladas y como el pulpo los aproveche. Como se
ha mencionado anteriormente la cantidad de lipidos varia dependiendo de la materia prima
utilizada (peces magros o grasos y las partes que se utiliza de este), sin embargo, durante el
ensilaje los niveles de lipidos disminuyen por actividad lipolitica (Spanopoulus Hernandez,
et al., 2010) o al mezclarse con otros ingredientes en la dieta y debido a que el ensilado
presenta fase lipidica, hidrosoluble y de sedimentos (Vizcarra Magafia, 1999), la fase lipidica
puede ser disminuida, permitiendo ajustar el contenido lipidico del ensilado o retirada
completamente por centrifugacion, viéndose beneficiado el valor biolégico proteico del
ensilado. El beneficio es debido a un aumento en la asimilacién de proteinas por parte del

organismo (Strem & Eggum, 1981) y utilizar la fraccion lipidica retirada como aceite de
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pescado en la formulacion de dietas para peces u otros animales (Arruda, et al., 2007), claro

que lo anterior solo es rentable en una produccién industrial.

Crecimiento, tasa especifica de crecimiento y sobrevivencia

En el presente estudio, las dietas donde se sustituyo la carne de jaiba con ensilado de desechos
de pescado no mostraron diferencias significativas con la dieta control de calamar-jaiba, por
lo que el uso de ensilados de desechos de pescado como ingrediente en la dieta de pulpos
tiene efectos positivos con respecto al crecimiento, TEC y sobrevivencia.

Los cefalopodos durante su etapa juvenil presentan una fase de crecimiento exponencial y en
algunos casos una hiperplasia (formacion de nuevas fibras musculares) sostenida e
hipertrofia (aumento de tamario de fibras musculares existentes) que continua a lo largo de
su vida, a diferencia de los animales con curvas de crecimiento asintotica donde el
crecimiento por hiperplasia es interrumpido. Esta caracteristica de los cefalépodos les
permite tener un crecimiento acelerado y altas tasas de crecimiento, de hasta 6% dia™,
dependiendo de la especia, disponibilidad de alimento y calidad de este, entre otros factores
(Forsythe & Van Heukelem, 1987; Forsythe & Hanlon, 1988; Semmens, et al., 2004;
Seemens, et al., 2011; Barcenas, 2013; Valero Jimenez, 2009).

Durante los tres meses (90 dias) que duro el experimento, periodo promedio que dura la fase
de crecimiento exponencial (Béarcenas, 2013), los pulpos que presentaron el mayor
crecimiento alcanzaron pesos de 1.7 g , un crecimiento pobre si se compara con otro
experimento donde juveniles de O. maya alcanzaron un valor promedio de 1.2+0.5 g peso
vivo en un periodo de 30 dias alimentado con pasta de cangrejo (Quintana, et al., 2011) y
tomando en cuenta que O. maya puede alcanzar un 1 Kg en 4 meses a 25°C (Van Heukelem,
1983). Este aparente crecimiento inferior se puede deber a las condiciones de cautiverio,
como el tamafio de tanque, espacio de desplazamiento, cantidad de organismos, entre otros
y como estos afectan los procesos de crecimiento somatico a nivel celular, modificando sus
tamarios en cautiverio (Pecl & Moltschaniwskyj, 1999; Leporati, et al., 2007). En su
experimento con pulpos individualizados e incubados a la misma temperatura, Leporati
(2007) obtuvo un tamario promedio de 1.63 g en un periodo de 114 dias en juveniles de O.
pallidus. En el experimento de Barcenas (2013) con condiciones de cautiverio y periodo de

tiempo similar al presente estudio obtuvo promedios en tallas de juveniles de O. mayas
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cercanos a los 2 g, por lo que si existe una influencia del cautiverio individualizado en el
tamario del pulpo.

Otro factor importante en el crecimiento de los pulpos fue la composicion nutricional de las
dietas. Como se ha mencionado anteriormente los pulpos presentan un metabolismo
dependiente de proteinas, por lo que para que el organismo puede mantener elevadas tasas
de crecimiento se requiere elevadas tasas de sintesis de proteinas y estas a su vez requiere un
consumo elevado de aminoacidos (Houlihan, et al., 1990; Lee, 1994; Valero Jimenez, 2009).
Muchos de estos aminoacidos esenciales para el crecimiento lo obtienen de la proteina animal
que aporta los crustaceos, en especial los cangrejos al cual estan fuertemente asociados a lo
largo de toda su vida (Portelo Rodriguez, 2011), por lo que se considera que su inclusion en
dietas artificiales es indispensable para obtener efectos positivos en el crecimiento (Portelo
Rodriguez, 2011; Gallardo, et al., 2017) y reducir la mortalidad, la cual se ve aumentada en
dietas carentes de crustaceos (Tufion, et al., 2002). Sin embargo, esto no quiere decir que
necesariamente sea el ingrediente de mayor inclusion y la sustitucion con otra fuente de
proteina animal, aunque no total, si puede ser parcial. En estudios con O. vulgaris
alimentados con cangrejo y pescado (50%-50%) fresco reporto TEC promedio de 1.98+0.30
dia! (Garcia & Valverde, 2006) y 2.1+0.05% dia™* (Prato, et al., 2010), similar a lo obtenida
por las tres dietas con inclusion de ensilado de desecho de pescado, con valor promedio de
2.1% dial, el cual también es similar a las tasas de 1.91 + 0.14 dia® (Rosas, et al., 2008),
1.43+1.25y 1.71 +0.643 % dia™* (Rosas, et al., 2013) obtenido cuando se alimenta juveniles
de O. maya con pasta de cangrejo, carne de jaiba fresca y liofilizada (respectivamente) y
cercano a la tasa 3.04+0.39 % dia!, obtenido con pasta calamar-jaiba (Martinez, et al., 2014).
Las TEC obtenidas son bastante buenas debido a un correcto proceso de ensilaje, el cual
permitid, mediante la hidrdlisis la solubilidad de una gran parte de la proteina total (Gallardo,
et al., 2012) ofreciendo un ensilado de calidad con una mayor cantidad de aminoacidos libres
y proteinas de bajo peso molecular el cual puede sustituir la proteina nativa que aportan los
crustaceos frescos (Domingues, et al., 2004) y mantener un crecimiento similar a estos.
Comparada con otros estudios donde utilizaron ensilados como ingrediente, los resultados
son superior a lo reportado con O. maya alimentados con pasta a base de cangrejo-calamar-
ensilado de pescado con TEC de 0.36+0.05% dia (Martinez, et al., 2014), probablemente

debido a que se sometio el ensilado a un proceso de secado a 80°C lo cual pudo causar la
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desnaturalizacion de su contenido de proteina, disminuyendo la proteina soluble disponible
y disminuyendo la digestibilidad de estas por reduccion de sitios donde actdan las enzimas
(Santé-Lhoutellier, et al., 2008). Las altas temperaturas utilizadas para realizar las harinas
causan un bajo valor biologico en los ingredientes, que, cuando se les administra a través de
dietas para cefaldpodos su crecimiento no supera el 0.5% dia™ (Gonzalez, et al., 2007; Rosas,
et al., 2013), y por tanto, una mejor alternativa para la incorporacion de ensilados es que
estos sean secados por liofilizacion.

Barcenas (2013) reporta en su trabajo una sobrevivencia de 0% y una TEC negativa de -0.5
en juveniles de O. maya alimentados con dietas donde sustituyo el 100% de carne de jaiba
con ensilado de pescado, similares a los valores obtenidos con la dieta reportada por Martinez
(2014) donde se sustituye el cangrejo con el ensilado de pescado obteniendo una
sobrevivencia de 20% y TEC de -0.22+0.03% y con la pasta calamar-jaiba-ensilado la
sobrevivencia fue de 30% en 55 dias.. La sustitucion completa de la carne de jaiba, que como
se menciond antes aumenta la mortalidad, pudo causar la baja supervivencia en ambos
tratamientos, mientras que con una sustitucién parcial de la carne de jaiba (23%), como se
realizo en el presente estudio, la supervivencia de las tres dietas que contenian ensilado fue

mayor a 60% en 90 dias (fig.8) observandose un claro efecto positivo en la supervivencia.

Tasa de ingestion e indice de rendimiento

La tasa de ingestion (TI) depende de la temperatura del agua, la preferencia por el alimento
y su disponibilidad, llegando a consumir hasta el 50% de peso corporal por dia, en el caso de
dietas artificiales por la calidad y cantidad de sus ingredientes. La preferencia esta asociado
a los crustaceos, cangrejos principalmente, el cual cumple con la mayor parte del
requerimiento energético para el metabolismo del pulpo. Si la disponibilidad del cangrejo no
es buena, el pulpo busca otras fuentes de alimento que cubran sus requerimientos, sin
embargo, cuando los alimentos no satisfacen estos requerimientos la tasa de ingestion
aumenta para compensar la deficiencia en un intento de incrementar la energia ingerida
(Domingues, et al., 2004; Domingues, et al., 2007; Rosas, et al., 2007; Portelo Rodriguez,
2011; Martinez, et al., 2014).

Domingues, et al. (2007) reporta pulpos alimentados con una dieta artificial que presentan
una tasa de ingestion mayor a los pulpos alimentados con cangrejo fresco, debido a que la

dieta no satisfacia los requerimientos de los pulpos, y por tanto estos ingerian mayor cantidad
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de alimento. Similares resultados son reportados en otros experimentos (Rosas, et al., 2007)
donde las dietas artificiales aportan mas energia, pero limitan la absorcion de esta y de
nutrientes disponibles para el crecimiento, destindndolos solo al mantenimiento, ya que los
pulpos mantenian su peso, pero no crecian. En el presente estudio las TI de los pulpos
mantenidos con la dieta control y las dietas con ensilado fueron similares (P>0.05) y la
sustitucién de la carne de jaiba no causo un incremento de la ingestién de alimento en los
pulpos debido a que el valor nutricional del ensilado de desechos de pescado junto con el de
la jaiba y calmar fue asimilada eficientemente no solo para el mantenimiento del organismo,
también una buena asimilacién de los nutrientes le permitié al pulpo utilizar energia para su
crecimiento viéndose reflejado en las tasas de crecimiento obtenidas, que, aunque no hayan
presentado diferencia significativa, los valores de TEC mas altos lo reportaron las dietas que

contenian ensilado como ingrediente.

La TEC al ser corregida con la sobrevivencia dio el indice de rendimiento (IR), en la cual no
hubo diferencia significativa entre los tratamientos, pero se observan dos dietas con los
valores mas altos, el tratamiento E3 y E10. La dieta E3 presento el mayor IR debido a la alta
sobrevivencia (85%) que presento y la menor TI, sin embargo, su TEC fue similar a la dieta
control (jaiba-calamar), por lo que el valor nutrimental que aporto el ensilado a los 3 dias de
ensilaje satisface las necesidades de manera similar a como lo haria la carne de jaiba
sustituida teniendo un efecto positivo en los pulpos, ya que el bajo peso molecular de las
proteinas y aminoacidos presentes en el ensilado pueden mejorar la digestibilidad de la dieta
(Koueta, et al., 2006; Le Bihan, et al., 2006; Aguila, et al., 2007). La dieta E10 tenia como
ingrediente el ensilado con mayor cantidad de proteina soluble, el cual favorecio6 una alta tasa
de crecimiento y buena sobrevivencia (75%), presentando el mejor valor de IR, aunque su Tl
fue la més alta, esta puede deberse al atractivo de la dieta para el pulpo, tanto por su valor
nutricional como por su palatabilidad (Domingues, et al., 2007), ya que era la dieta mejor
aceptada por los pulpos al momento de alimentar(observacion personal). La Tly el IR nos
indican que el ensilado de pescado en conjunto con la carne de calamar y jaiba no presentan
un factor anti nutricional que limite la digestibilidad de los nutrientes, como se ha reportado
en otras dietas artificiales (Aguila, et al., 2007).
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Metabolitos y sustancias de reservas metabolicas

Para evaluar la calidad de un alimento es importante conocer el estado nutricional de los
organismos en los que son probadas las dietas, debido a que este es considerado importante
al momento de determinar la capacidad de los organismos de aprovechar los nutrientes
aportados por las dietas. El estado nutricional se puede evaluar mediante el andlisis de los
niveles de metabolitos y reservas metabolicas almacenados en los tejidos del organismo, a
donde son distribuidos después de la absorcion y cumplen papeles como fuentes de energia
metabolica o sintesis de moléculas (Aguila, et al., 2007; Barcenas, 2013) interrelacionandose
a través de diversas vias metaboélicas (Martinez, et al., 2012). Los principales tejidos donde

se almacenan los metabolitos son el musculo y la glandula digestiva (GD).

El glucdgeno puede indicar los niveles de reservas metabdlicas generadas a partir del
alimento consumido (Quintana, et al., 2011). A mayor cantidad de proteina asimilada mayor
sintesis de glucdgeno, lo cual implica que este altamente relacionado con el crecimiento del
pulpo, ya que se ha observado que animales con alta produccién de biomasa presenta mayor
acumulacion de glucdgeno y este a su vez se relaciona estrechamente con las proteinas y las
cantidades que son absorbidas (Aguila, et al., 2007). Esto se debe al metabolismo de los
pulpos, el cual es principalmente proteico (Lee, 1994) por lo que los aminoacidos tienen un
papel como reserva de energia y son la base de la sintesis de glucdégeno por medio de vias
gluconeogenicas que sintetizan glucosa (Barcenas, 2013), producto energético final del
catabolismo de las proteinas (Gallardo, et al., 2017) y almacenandola en forma de glucégeno,

siendo esta la principal fuente de energia.

Niveles altos de glucdgeno y proteinas en musculo se relacionan siempre con los mejores
crecimientos (Martinez, 2010). Para obtener dichos niveles, las muestras se toman del
musculo del brazo por presentar el mayor crecimiento, por lo que a mayor crecimiento mayor
es el costo energético y se requiere una fuente rapida de energia que cubra la demanda. Los
valores de proteina registrados en el presente estudio fueron de 10-12 mg mlI obteniendo los
valores mas altos con las dietas CT y E3, sin embargo, en los valores de glucégeno, aunque
no diferentes estadisticamente, la dieta E3 presento el doble del valor obtenido con la dieta
CT (fig.12) y mayor los otros dos tratamientos (E1 y E10), los cuales fueron los que mas
crecieron, contrario a lo que reporta Martinez (2014) . Las mayores TEC, en este caso los
pulpos alimentados con las dietas E1 y E10, presentan los menores niveles de glucogeno
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muscular. Esto se puede deber a que con estas dietas, los pulpos presentaron tasas de
crecimiento mayores que demandaba mayor ingestion de alimento y gasto de energia
metabolica, utilizando sus reservas de glucdgeno para cubrir esos gastos o como estudios
anteriores han demostrado que los aa que llegan a musculo transportado por la hemolinfa se
utilizan primero para sintetizar proteina y después son utilizados como fuente de energia para
sintetizar glucogeno (Linares, et al., 2015). Se puede concluir que estos organismos
destinaban la mayor parte de aa a la sintesis de proteina y menor cantidad para glucogeno.
Por otra parte, los pulpos sometidos a la dieta E3 presentaron una ingestion menor, pero los
nutrientes que obtenia de la dieta con ensilado son altamente digestibles, razén por la cual
muestra valores altos de proteina soluble en musculo. Esta proteina soluble asimilada le
permitio cubrir sus requerimientos de mantenimiento, crecer (una TEC menora E1y E10) y
almacenar energia, de acuerdo a lo mencionado por Gallardo et al (2017) donde explica que

el tipo de alimento determina la cantidad de energia dirigida a crecimiento y almacenamiento.

La GD es un 6rgano importante en el proceso de digestion del alimento en los pulpos, ademas
de ser el sitio de sintesis y secrecién de enzimas digestivas, absorcion y asimilacion de
nutrientes (Linares, et al., 2015), también cumple un papel de almacenamiento de nutrientes
utilizados como fuentes de energia o reservas metabdlicas, lipidos principalmente en O. maya
y en otros casos como el de O. mimus la glucosa como principal fuente (Gallardo, et al.,
2017)

El alto aporte y asimilacién de proteina soluble por parte de la dieta E3, se confirma al medir
la proteina soluble en GD, la cual sigue la misma tendencia que en musculo, representando
el valor mas alto de los cuatro tratamientos (fig.13), sequidos por E1 y E10, dietas también
de alta digestibilidad enriquecidas con la proteina soluble del ensilado, lo que propicia una
buena asimilacion en GD, y de ahi es enviada a musculo. Los niveles de proteina en GD
concuerdan con la relacion reportada por Martinez (2014) donde TEC altas presentan valores
altos de proteina en GD, a excepcion de la dieta E3 que presenta la TEC menor pero el mayor
valor de proteina.

Colesterol (chol) y acilglicéridos (AG) cumplen un papel de energia metabdlica en la GD de
O. maya, donde son almacenados y utilizados directamente en la GD como combustible
durante la digestion intracelular o transportados a diferentes tejidos con la misma funcion

(Rosa, et al., 2005; Gallardo, et al., 2017), por lo que los niveles para analizarlos se tomaron
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en dicho organo. El colesterol y acilglicéridos son obtenidos del metabolismo de lipidos
presentes en la dieta, aunque se ha reportada en colesterol, que sus niveles aumentan como
sub producto de la degradacion proteica del musculo cuando existe un estrés nutricional
(Aguila, et al., 2007; Barcenas, 2013).

Aguila (2007) reporta valores de 0.16 + 0.02 mg ml- 'y 0.14 + 0.01 mg ml - ! para
colesterol y acilglicéridos en hemolinfa (respectivamente), sin embargo, existe una relacién
inversa entre los valores en hemolinfa con los de GD, debido a que la movilizacion de lipidos
de GD a tejidos es mayor cuando los niveles de péptidos y aminoacidos son bajos, en una
estrategia para satisfacer los requerimientos nutricionales que las proteinas no pueden
compensar. Los valores en el presente estudio se mantienen entre 2-2.5 y 3.5-4.5 mg ml*!
para chol y AG, respectivamente, probablemente a que los niveles de proteina satisfacian los
requerimientos y no existe la necesidad de movilizar los lipidos por lo que estos eran
almacenados. Valores similares en colesterol reporta Martinez (2014) en su dieta calamar-

jaiba-ensilado e inferiores en acilglicéridos (2.54 y 0.20 mg g%, respectivamente).

Actividad enzimatica

Las enzimas digestivas son producidas durante los procesos de digestion, presentando
actividad en todos los niveles del aparato digestivo. A pesar de esto, no todos los érganos
secretan enzimas, desde las proteasas producidas en las glandulas salivares posteriores (en
pulpos) para la digestion externa hasta las secretadas por la GD y ciego, siendo estos dos los
Organos secretores principales en la mayoria de los cefalopodos y donde se registra mayor
actividad (Aguila, 2007), razon por la que la GD es un buen 6rgano para evaluar dicha
actividad. Estudiar la actividad enzimética es otra forma de evaluar el efecto de los alimentos
en los organismos. Estudios anteriores han demostrado que los procesos involucrados en la
produccién de enzimas digestivas se relaciona con las caracteristicas nutricionales de las
dietas ingeridas, siendo un mecanismo de O. maya para modular su capacidad digestiva
dependiendo del alimento, aumentandola cuando las dietas son escasas en nutrientes,
observando una relacion entre los niveles de quimiotripsina y tripsina con la calidad de la
dieta y el crecimiento (Aguila, 2007; Rosas, et al., 2007; Valero Jimenez, 2009; Moguel,
2008).

El uso de ensilado en dietas también presenta un efecto sobre la actividad enzimatica,

reportandose que debido a la pre hidrolisis de la proteina durante el ensilaje, el ensilado
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aporta niveles altos de proteina soluble a la dieta, los cuales llegan en el primer quimo a la
GD vy ciego abriendo sus sitios de absorcion, promoviendo la secrecién de enzimas y
activacion de los zimogenos, de igual manera como lo realizaria la quimiotripsina al producir
proteina soluble en la digestion externa, aumentando la capacidad digestiva y una mejor
digestibilidad del quimo (Gallardo, et al., 2012; Barcenas, 2013; Gallardo, et al., 2017) .

La actividad enzimética esta altamente relacionada con crecimiento. Gallardo et al. (2017)
menciona que la mayor actividad se da en pulpos alimentados con dietas pobres en nutrientes
que provocan bajo crecimiento. Asi también, Aguila (2007) menciona que hay una baja
actividad enzimatica en pulpos alimentados con cangrejo fresco, una de las dietas con las
mejores tasas de crecimiento. En el presente experimento no se observé una relacion tan clara
entre la actividad enzimatica con las tasas de crecimiento, ya que las dietas E1 y E3 que
presentaron las TEC maés altas también presentaban altos niveles de actividad enzimaética.
Aunque no existia diferencia entre los tratamientos, a excepcion de la actividad de proteasas
alcalinas, existe una relacién del sustrato de la dieta con la actividad enzimatica (Quintana,
et al.,, 2011), lo que lleva a pensar que las dietas son de calidad e indujeron diferentes
capacidades digestivas en los pulpos permitiendo crecimientos positivos para los pulpos
sometidos a los cuatro tratamientos dietéticos.

Debido al metabolismo proteico de los pulpos, las proteasas acidas y alcalinas tienen una
mayor participacion y son clave en la actividad enzimatica, siendo las acidas mas activas que
la alcalinas por su participacion en la digestion extracelular (Martinez, et al., 2012; Martinez,
et al., 2014). Los valores obtenidos en las proteasas evaluadas en el presente estudio (fig.14)

si indican una mayor actividad de las proteasas acidas sobre las alcalinas.

Esta mayor actividad en GD de las proteasas acidas, catepsinas principalmente, se debe a
que, aparte de su papel en la digestion extracelular, participan en la hidrélisis proteica
intracelular que se lleva a cabo en GD, al tener su mayor actividad en los pH bajos presente
en la digestion intracelular y en general a lo largo de tracto digestivo, reportando valores de
pH entre 5-6 para O. maya en diferentes etapas de la digestion (Martinez, et al., 2012; Garcia,
2018). La actividad de proteasas acidas requerida para llevar acabo la digestion intracelular
fue muy similar en los pulpos mantenidos con las dietas CT y E3, lo que indica que la
digestion, absorcion y asimilacion de nutrientes fue muy similar en estas dos dietas. Los

pulpos alimentados con las dietas E1 y E10 presentaron una actividad ligeramente mayor a
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aquellos sometidos a las dietas CT y E3, probablemente debido a una mayor cantidad de
proteina hidrolizada en la digestion extracelular o aportada por el ensilado en el caso de la
dieta E10. Los valores encontrados en el presente estudio son similares a los reportados por
Barcenas (2013) para proteasas acidas en pulpos de la misma especie alimentados con

diferentes porcentajes de inclusion jaiba-calamar.

Las proteasas alcalinas, tripsina y quimiotripsina principalmente, tienen actividad en la
digestion extracelular en saliva (quimiotripsina) y jugo gastrico a lo largo del tracto digestivo
(tripsina en GD) (Garcia, 2018). En el presente estudio, los pulpos sometidos al tratamiento
de la dieta control, presentaron la mayor actividad enzimatica de proteasas alcalinas,
probablemente debido a que las proteinas que aportaba este alimento eran mas complejas o
sus niveles de proteina soluble eran bajos, lo mismo sucede con la dieta E1, por lo que la
digestion extracelular requeria mayor actividad de proteasas alcalinas para producir proteina
soluble, contrario a lo observado en las organismos alimentados con las otras dos dietas que
incluian ensilado de desechos de pescado, especificamente la dieta E3 significativamente
diferente al resto, donde la digestion extracelular fue menor debido al contenido de proteina
soluble producida por los dias de ensilaje, aportandola a la dieta, permitiendo que los pulpos
alimentados con dicho tratamiento no necesitaran una alta actividad de proteasas alcalinas.

Las lipasas son enzimas que acttan hidrolizando los enlaces tipo éster en los acilglicéridos,
teniendo su mayor actividad en GD y glandulas salivales (Garcia, 2018). La actividad de
lipasas es baja, debido a que, como se ha mencionado antes, el metabolismo de lipidos en
pulpos y otros cefalépodos es baja, al ser pobre su digestibilidad y eficacia para oxidarlos
(Lee, 1994; O’Dor, et al., 1984). Sin embargo, se ha reportado una mayor actividad de lipasas
en pulpos recién eclosionados o paralarvas, debido a que, en los primeros dias post-eclosion
se utiliza mas los lipidos como fuente de energia y posteriormente las proteinas (Hueicha,
2016) . La actividad de estas enzimas presentada en GD de los pulpos alimentados con las
cuatro dietas fue muy similar, siendo ligeramente menor en los pulpos sometidos a la dieta
El. La actividad de las lipasas se ve aumentada cuando la disponibilidad de los nutrientes es
baja en la dieta, provocando que los organismos movilicen sus reservas lipidicas para ser
hidrolizadas y compensar la deficiencia de la dieta (Garcia, 2018), situacién que no sucede

en el presente estudio.
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Conclusiones

En sintesis, los resultados obtenidos del presente trabajo muestran que una dieta formulada
con ensilado de desechos de pescado tiene menor costo y por lo tanto mayor viabilidad
economica del alimento para el cultivo de pulpo O. maya que cuando solo se utilizan como
fuentes proteicas en la dieta la combinacion de calamar — jaiba, sin perder calidad nutricional

0 los efectos positivos que el alimento produce en el pulpo.

Lo observado en el estudio con respecto a los ensilados indica que es una tecnologia ideal en
la alimentacion animal, facil de producir y almacenar, permaneciendo estable por largos
periodos. Estas propiedades del ensilado nos ofrecen un ingrediente de bajo costo. Por su
parte, el uso de desechos como materia prima es favorable para el ambiente evitando
contaminacion y pérdida de nutrientes.

Conforme a lo visto en el ensilado sobres las condiciones fisicoquimicas, se puede deducir
que la temperatura de almacenamiento no afecta su conservacion, pero es cierto que a mayor
temperatura menor es el tiempo de hidrolisis.

De igual modo, el acido férmico propicio un pH estable éptimo para la actividad proteolitica
de las enzimas, de ahi que se considere un &cido bastante adecuado para la elaboracion de
ensilados. Adicionalmente evito la descomposicidn de los desechos de pescado, de lo que se
concluye, en acuerdo a lo mencionado en la literatura (Mach & Nortvedt, 2010), no hubo o
fue minima la proliferacion de microorganismos.

Una hidrolisis proteica favorecida dio como resultado generacion de proteina soluble desde
el primer dia de ensilaje, lo cual apunta a la conclusion de que el uso de visceras en la materia
prima del ensilado si tiene un efecto positivo.

La proteina soluble aportada por el ensilado de desechos de pescado tiene un efecto similar
a la proteina que hubiera aportado la carne de jaiba sustituida, consecuentemente la
sustitucion de fuentes proteicas no genero efectos negativos, al contrario, tanto crecimiento
como sobrevivencia fueron similares

De igual manera, la sustitucion de carne de jaiba con ensilado no presenta efectos negativos
en la actividad enzimatica y el almacenamiento de reservas metabdlicas, ambas muy

similares, y ciertamente se ve reflejado en una buena condicion nutricional del pulpo.
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Cierto es que en el estudio no existe diferencias significativas entre los tratamientos de
ensilados de diferentes dias de ensilaje, no obstante, los resultados muestran una posible
tendencia a que la dieta E3 (50% Calamar, 38.5% Jaiba, 11.5% ensilado de 3 dias) pueda ser
una mejor base alimenticia, de ahi que es necesario realizar estudios a escala piloto comercial
utilizando un mayor nimero de organismos con dicha dieta. Por otra parte, es necesario
profundizar en el nivel m&ximo de inclusion de ensilado que sustituya parcialmente las
fuentes proteicas de calamar y jaiba, sin afectar negativamente el crecimiento y bienestar

nutricional de los organismos en cultivo.
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