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Effect of two sources and three levels of dietary protein on nitrogenous residuals in the culture at low salinity of
Litopenaeus vannamei at two sizes.

Abstract

The culture of shrimp L. vannamei in low salinity water faces some important challenges such as nutrition and
release of residual nutrients. The objective of this study was to determine the effect of diets formulated with
different sources and percentages of proteins and their relationship with the release of nitrogen compounds.
Six diets were formulated using two sources of protein: (PV) soybean meal and (PA) fishmeal; each with
three percentages of protein; low (22-25%), medium (32-35%) and high (41-45%). Release bioassays were
performed for two sizes of L. vannamei (2.71 £ 0.42 g and 5.68 + 0.82 g). The results show that NH,-N, and
NID increased significantly (P <0.05) as the percentage of protein and the size of the shrimp increased. NO,-
N and NO3-N remained without differences between the different treatments. These results contribute to a
greater understanding of the nutrition, generation and release of residual compounds from a low-salinity L.
vannamei culture. The use of different sources and percentages of proteins in shrimp diets can support
sustainable aquaculture development.
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Resumen

El cultivo de camar6n L. vannamei en agua de baja salinidad enfrenta algunos retos importantes como la
nutricion y liberacién de nutrientes residuales. El objetivo del estudio fue determinar el efecto de dietas
formuladas con diferentes fuentes y porcentajes de proteinas y su relacién con la liberacion de compuestos
nitrogenados. Se formularon seis dietas utilizando dos fuentes de proteinas: (PV) harina de soya y (PA) harina
de pescado; cada una con tres porcentajes de proteina; bajo (22-25%), medio (32-35%) y alto (41-45%). Se
realizaron bioensayos de liberacion para dos tallas de L. vannamei (2.71 £ 0.42 g y 5.68 + 0.82 g). Los
resultados muestran que NH4-N aumentd significativamente (P<0.05) conforme aumento el porcentaje de
proteina y la talla del camaron. Los niveles de NO,-N y NOs-N, se mantuvieron sin diferencias entre los
tratamientos. Esto resultados contribuyen a una mayor comprension sobre la nutricién, generacion y
liberacion de compuestos residuales provenientes de un cultivo de L. vannamei en baja salinidad. EI uso de
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diferentes fuentes y porcentajes de proteinas en dietas para camarén, pueden apoyar al desarrollo acuicola

sostenible.

Palabras claves: L. vannamei, baja salinidad, fuentes proteicas, residuales.

Introduccion

El cultivo de camarén blanco del pacifico
Litopenaeus vannamei es una de las actividades con
mayor importancia econdmica dentro de la
acuacultura mundial (Gomez et al., 2017; Li et al.,
2017; Mao et al., 2017). La mayor parte de la
produccion proviene de agua salada, no obstante, su
cultivo en baja salinidad se ha convertido en una
alternativa factible, expandiéndose en distintas
partes del mundo (Ceballos et al., 2012; Fierro et
al., 2018). Esto gracias a que L. vannamei posee la
capacidad de sobrevivir y desarrollarse en un rango
de salinidad de 0.5 a 45 g L™, siempre y cuando, se
cuente con un adecuado balance i6nico (Gonzélez et
al., 2017; Roy et al., 2010). Gracias a esta cualidad,
pueden aprovecharse aguas subterraneas salobres,
terrenos salinos no aptos para la agricultura y
reducir el efecto de las enfermedades al realizar
esta actividad productiva alejada de la costa (Paez y
Valencia, 2013; Jarwar, 2015). Sin embargo, el
desarrollo del cultivo de camar6n en baja salinidad,
enfrenta algunos retos importantes tales como: baja
sobrevivencia, crecimiento y fuentes confiables de
agua, que requieren solucion para consolidarse
como una actividad sustentable (Chen et al., 2015).
Otro desafio que enfrenta el cultivo en agua de baja
salinidad estd relacionado con los residuales
nitrogenados que pueden contaminar cuerpos de
agua circundantes, utilizados para otras actividades
productivas como la agricultura y la ganaderia
(Godinez et al.,, 2011). Por otro lado, diversos
estudios han determinado que el reemplazo de
harina de pescado por harina de soya como fuente
proteica es factible sin afectar significativamente el
rendimiento productivo de L. vannamei tanto en
ambientes marinos (Chen et al., 2017; S& et al.,
2013; Xie et al., 2016) como en baja salinidad
(Huang et al., 2017). En los cultivos con agua de
mar se observa un creciente interés por reemplazar
las fuentes proteicas con el fin de lograr buenas
tasas de crecimiento y disminuir el impacto
ambiental por la contaminacién causada por las
altas concentraciones de nitrégeno liberado a los
diferentes cuerpos agua adyacentes (Ldpez et al.,
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2014; Lorenzo et al., 2015; Sumaila et al., 2016;
Bureau et al., 2017), sin embargo existe poca
informacion sobre el remplazo de fuentes proteicas
y su efecto en la generacion de compuestos
nitrogenados particularmente en cultivos de baja
salinidad. Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue determinar el efecto de dietas
formuladas con diferentes fuentes y porcentajes de
proteinas y su relacién con la liberacion de
compuestos nitrogenados en un ambiente de cultivo
de baja salinidad. Estos resultados seran Utiles para
futuros estudios relacionados con el desarrollo
sostenible de la acuacultura.

Materiales y métodos

Formulacidn de dietas experimentales

Se formularon 6 dietas de acuerdo con la
metodologia descrita por Calderon (2007). Se
utilizaron dos fuentes de proteinas: (PV) harina de
soya y (PA) harina de pescado, cada una con tres
porcentajes de proteina: bajo (22-25%), medio (32-
35%) y alto (41-45%). En las 6 dietas se utilizo
aceite de pescado (7.7%) como fuente de lipidos.
Las tres dietas con proteina de origen animal se
elaboraron con una mezcla del 36.4% de harina de
pescado, 36.4% harina de soya y 27.1 % de harina
de trigo, mientras que en las tres dietas con proteina
vegetal se usaron 45.0% de concentrado proteico de
soya 30.0% de harina de soya, 20.0% de harina de
trigo y de 2.4 a 4.4% de harina de pescado como
atractante (Tabla 1).

Organismos Experimentales

Las postlarvas de L. vannamei se obtuvieron en la
empresa Larvas Génesis S.A de C.V (Sonora,
México). Se mantuvieron en tanques circulares (200
L) bajo condiciones controladas: 28 * 0.5°C,
oxigeno disuelto >4 mg/L. Los organismos se
alimentaron a saciedad tres veces al dia (8:00, 13:00
y 18:00 h) con una dieta comercial (Proteina cruda,
35%, lipido, 7%; SRY promotora acuicola S.A de
C.V.), retirando el alimento no consumido. Se
realizaron recambios de agua del 10% cada 24 h.
Se aclimataron los organismos a baja salinidad de
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Tabla 1. Cantidad de ingredientes utilizados para la elaboracién de 6 dietas experimentales isocaléricas e isolipidicas para L.
vanammei basadas en proteina animal y vegetal.

Ingredientes

Proteina vegetal Proteina animal

(9/Kg* Alimento) PV PV PV PAg PAm) PAR)
Concentrado proteico de soya * 223.50 312.92 402.35 0.00 0.00 0.00
Harina de soya P 149.00 208.62 268.24 186.39 260.97 335.56
Harina de pescado © 24.83 34.77 44.71 186.39 260.97 335.56
Harina de trigo d 99.33 139.08 178.82 138.86 194.42 249.99
Almidoén de maiz © 371.19 190.08 8.95 356.18 178.11 0.00
Aceite de pescado 28.72 26.22 23.72 19.39 13.54 7.69
Lecitina de soya ? 36.21 36.21 36.21 35.21 35.22 35.22
Minerales " 9.24 9.25 9.25 8.99 8.99 8.99
Vitaminas | 9.24 9.25 9.25 8.99 8.99 8.99
Acido Alginico 18.49 18.49 18.49 17.98 17.98 17.99
Cenizas * 18.88 9.44 0.00 36.89 18.45 0.00
Celulosa' 11.34 5.67 0.00 4.71 2.35 0.00
Antioxidante ™ 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

PV(B): dieta con 25% de proteina basada en proteina vegetal; PV(M): dieta con 35% de proteina basada en proteina vegetal; PV(A):
dieta con 45% de proteina basada en proteina vegetal. PA(B): dieta con 22% de proteina basada en proteina animal y vegetal; PA(M):
dieta con 32% de proteina basada en proteina animal y vegetal; PA(A): dieta con 41% de proteina basada en proteina animal y
vegetal;

& Concentrado proteica soya (CPS) (64.70% PC, 1.13% lipido). PIASA (La Paz, Baja California Sur, México).

®Harina de soya (50.95% proteina cruda, 1.17% lipido). PIASA (La Paz, Baja California Sur, México).

“Harina de sardina (72.95% proteina cruda (PC), 6.38% lipido). PIASA (La Paz, Baja California Sur, México).

“Harina de trigo (13.38% proteina cruda, 0.4% lipido). PIASA (La Paz, Baja California Sur, México).

¢ Almiddn de maiz (0.3% proteina cruda, 0.1% lipido). Maizena, Fécula de maiz.

f Aceite de pescado. PIASA (La Paz, Baja California Sur, México).

9 Lecitina de soya. PIASA (La Paz, Baja California Sur, México).

" Minerales. PIASA (La Paz, Baja California Sur, México).

" Vitaminas. PIASA (La Paz, Baja California Sur, México).

J Acido alginico. Sigma-Aldrich Corp. 180947 (St. Louis, MO, USA).

¥ Cenizas. Sigma-Aldrich Corp. 180947 (St. Louis, MO, USA). D3877.

'Celulosa. Sigma-Aldrich Corp. C6288 (St. Louis, MO, USA).

™ Antioxidante Butil hidroxitolueno (BHT). Sigma-Aldrich Corp. 180947 (St. Louis, MO, USA).

36 a 3 UPS, mediante la metodologia descrita por
VanWyk (1999).

Bioensayos de liberacidn de nutrientes (BL)

Para determinar la relacion entre las dietas
experimentales y la concentracion de residuales de
nitrogeno inorganico disuelto en las diferentes
formas: amonio (NH,4-N), nitrito (NO,-N) y nitrato
(NOs-N), se realizaron dos bioensayos por separado
utilizando la metodologia descrita por Lépez et al.
(2014); en el primero, se utilizaron camarones de
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2.71 £ 0.42 g y en el segundo ensayo camarones de
5.68 £ 0.82 g. Para cada experimento se utilizd un
tanque de fibra de vidrio (1.20 m x 0.75 m x 0.45
m) con cuatro calentadores sumergibles de 300-
watts marca Marineland®, para mantener la
temperatura controlada (29°C + 0.5). Las
concentraciones de oxigeno se mantuvieron por
arriba de 4.0 mg/L. En cada tanque se colocaron 21
recipientes de plastico en bafio maria, con una
capacidad de 6 L de agua, en donde se colocd un
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camaron por recipiente. El disefio experimental para
cada uno de los bioensayos se muestra en la figura
1. Bajo esta condicién se probaron las seis dietas
experimentales formuladas, ademas de una dieta
comercial como control (35% proteina).

En ambos experimentos los camarones fueron
alimentados al 10% diario de su biomasa total. En el
agua residual se midieron las diferentes formas
inorganicas  disueltas de  nitrégeno.  Los
procedimientos para las mediciones fueron: amonio,
procedimiento analogo EPA 350.1, APHA 4500-
NH; F, I1SO 7150-1 y DIN 38406-5; nitrito,
procedimiento analogo al EPA 354.1, APHA 4500-
NO, - B y DIN EN 26777 y nitrato, DIN 38405-9.

Nivel bajo —
(PVE: 25%)

) Nivel medio
Proteina vegetal = (PVag: 35%)

Nivel alto

(Ve 44%%) ™Y

Las mediciones se determinaron por
espectrofotometria UV-VIS para lo cual se utilizé
un espectrofotometro Spectroquant 300 Merck.

Andlisis estadistico

Los datos se probaron primero para determinar su
homogeneidad, si los datos tenian variaciones
similares, luego se utilizd6 un ANOVA de dos vias
para determinar el efecto de dietas formuladas con
diferentes fuentes y porcentajes de proteinas y su
relacion con la liberacion de compuestos
nitrogenados, seguida de una prueba de Tukey para
comparaciones de medias mdltiples. Los analisis
estadisticos fueron desarrollados a una significancia

Nivel bajo
(PAE;: 22%)

Nivel medio

Proteina animal = (PAag: 32%)

Nivel alto
(PAy: 41%)

Dieta control (Comercial) s

Figura 1. El disefio experimental utilizada para cada uno de los bioensayos donde se probaron seis dietas experimentales
formuladas con diferentes fuentes y niveles de proteina, ademas de una dieta comercial como control.
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de P < 0.05 usando el software Statgraphics XVI..
Resultados y discusion

El nitrégeno liberado al ambiente mediante el agua
de cultivo de L. vannamei es considerado entre los
principales contaminantes en los cuerpos de agua
(Martinez-Cérdova et al., 2009), se conoce que del
total de nitrégeno que es introducido a los
estanques, solo es aprovechado el 20%, el 80%
restante es liberados al medio acuatico (Ldpez et al.,
2014). El amonio que conforma la mayor parte del
nitrégeno inorgénico disuelto liberado por L.
vannamei (Lin y Chen, 2003), es el producto final
del catabolismo de las proteinas suplementadas a
través de la dieta (Ramirez-Rochin et al., 2016). La
generacion de nitrégeno residual puede variar de
forma notable conforme se eleve el nivel de
inclusion de proteina en las dietas y la talla de los
organismos, y en consecuencia también la
concentracion de amonio (Calderon, 2007), lo cual
concuerda con los valores mostrados en nuestro
estudio, cuando se utilizd las dietas con nivel alto de
proteina independientemente de la fuente proteica
(Tabla 2), se obtuvieron valores de NH;-N mas
altos, por arriba de lo recomendado por Frias-
Espericueta y Paez-Osuna (2001) para L. vannamei
el cual no debe de exceder 1.22 mg/L, ya que puede
ocasionar problemas de toxicidad y del medio
ambiente si esta aumenta de manera excesiva (Gross
et al., 2004). Ldpez-Vela et al. (2014), elaboraron
dietas remplazando la harina de pescado por harina
de soya con tres niveles de proteina para cada fuente
proteica en dietas para tallas 4.5 y 85 g de L.

vannamei encontrando una mayor concentracion de
amonio conforme aumentaba el nivel de inclusion
de proteina independientemente de la fuente y talla
del camaron, mismo efecto que se encontrd en los
resultados de los bioensayos de liberacién de
nutrientes a distintas tallas obteniendo mayor
liberacién de amonio en dietas con niveles mas altos
de proteina (Tabla 3). También se encontr6 en el
presente estudios que la mayor liberaciéon del
amonio se registro al utilizar las dietas con harina de
pescado, particularmente para los camarones de
mayor talla, esto podria estar relacionado con una
mayor atractabilidad y digestibilidad de la harina de
pescado (Jannathulla et al., 2017).

Por otro lado, se ha demostrado que L. vannamei
cultivado a baja salinidad es méas susceptible a la
toxicidad de amonio y nitrito (Perez-Velazquez,
Martinez-Porchas Marcel, Mayra, & Martinez-
Cérdova Luis Rafael, 2009; Ramirez-Rochin et al.,
2016), esto es debido a que el camardn cultivado a
baja salinidad se encuentra en condiciones
inferiores a su punto isosmético, existiendo una
diferencia del gradiente entre la osmolalidad y los
fluidos corporales lo que conlleva una mayor
entrada de agua al organismo ocasionando una
mayor absorcién de sustancia toxicas disueltas,
bioconcentracion y una toxicidad aguda (Ramirez-
Rochin et al., 2019). La presencia elevada del ion
amonio, es toxico y afecta en muchos procesos
fisiol6gicos en el camar6n, por ejemplo en la
reproduccion,  crecimiento,  sobrevivencia Yy
osmoregulacion (Frias-Espericueta y Péez-Osuna,
2001). Ha sido reportado una relacion inversa entre

Tabla 2. Composicién proximal (g/Kg Alimento) de las seis dietas experimentales para camaron L. vannamei en baja
salinidad con diferentes fuentes de proteicas y diferentes porcentajes de proteina.

Proteina vegetal

Proteina animal

Composicién

proximal PV, PV PVir PAg) PA) PA®

(g Kg™ Alimento, excepto humedad)
Humedad 46.0+22 122 +0.8 18.8+0.3 476+1.6 28.5+ 0.5 39.8+0.3
Proteina cruda 256.7+0.3 356.3+0.7 4440+ 20 2273+x11 321.2+12 4052%25
Lipido 63.8+1.0 66.5+0.0 65.3 +0.6 58.0+0.9 58.4+£0.5 58.6+1.9
Fibra cruda 126 +0.6 11.7+0.6 13.3+0.6 2306 23%0.6 70x£1.0
Cenizas 55.3+04 55.9+0.3 56.1+0.3 103.8+04 1086+03 1151+0.3
ELN 61.0+£1.6 50.0+£9.7 420+£1.2 60.0 £ 8.7 50.0+94 41.0+41

Energia bruta (Kcal) 448 £ 4.64 £ 479 420 433+ 441+

0.002 0.004 0.001 0.006 0.002 0.002
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Tabla 3. Concentracion (mg/L) de las diferentes formas de nitrégeno inorganico disuelto residual (NH4-N, NO,-N, NO;-N)
liberados cuando se aliment6 con las seis dietas experimentales y una dieta comercial (P < 0.05).

Proteina vegetal Proteina animal Dieta
Bioensayo
PV PVim PVia) PA® PAWM) PAR) Control
BL1 (Talla: 2.71 £ 0.42 g)
Nitrégeno* 10.76 +2.38 18.49+199 18.98+191 11.04+0.23 13.48+1.98 41.3'113 S
NH,-N 0.10+0.04* 048+0.04° 055+0.07° 0.34+0.05" 052+0.07° 0.63+0.04° 0.17+0.09°
NO-N 0.01+0.01* 0.01+0.00° 0.02+0.01° 0.01+0.00° 0.01+0.00*° 0.02%0.01° 0.010.00°
NOs-N 0.05+0.02° 0.12+0.07° 003+0.02° 0.03+001° 0.04+0.03" 0.17=0.06" 0.08=0.02®
NID 0.16+0.07 062+010 060+010 037007 057+009 081011 0.26+0.11
BL2 (Talla: 5.68 + 0.82 g)
Nitrégeno* 20.77+1.57 3515+3.91 39.44+711 21.90+1.38 2885+3.49 4305£170 -
NH4-N 0.13+£0.31* 1.03+0.13° 203+0.15° 098+0.25° 1.52+0.03° 2.26+0.41% 0.26 +0.07°
NO--N 0.02+0.01* 0.05+0.03" 0.08+0.03" 0.03+£0.01° 0.06+0.02® 0.03+0.02*° 0.02%0.01°
NOsN  005+004® 005%003° 013007 003x001° 006£002° Jo%3 0.03 +0.01°
NID 020+£0.07 1.13+018 224+024 103+027 1.64+007 237045 0.30%0.09

*mg/g Alimento

la salinidad y generacién de amonio en cultivo de L.
vannamei, Jiang et al. (2000) observo que cuando
baja la salinidad en el cultivo de L.vannamei de 25 a
10 g/L se excreta 140% mas de amonio. Por su
parte, Li et al. (2007) observaron un incremento del
120% en el consumo de oxigeno cuando L.
vannamei fue cultivado a 3 g/L de salinidad en
comparacion con los desarrollados a 32 g/L, donde
también se percataron de una menor tolerancia al
amonio conforme baja la salinidad. EI mismo Li et
al. (2007), reportaron que para L. vannamei
cultivados a 3 g/L de salinidad una concentracion de
9.33 mg/L de amonio representa una dosis letal del
50% a las 96 horas, donde nuestros valores
obtenidos para ambas tallas de camaron, fuente y
nivel de proteina estuvieron por debajo de esa
concentracion antes mencionada.

Por otra parte, Nitrito, el cual es el producto
intermedio de la nitrificacion y resultado de la
oxidacion de amonio por medio de nitrosomona, es
una sustancia toxica para el camaron la cual aparte
de deteriorar el agua de -cultivo, reduce el
crecimiento, aumenta la excrecion de amonio y el
consumo de oxigeno (Lin y Chen, 2003). Nitrito
afecta directamente a la proteina transportadora de
oxigeno en la sangre de los crustaceos causando
asfixia y consecuantemente bajo crecimiento o hasta
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la muerte de los organismos (Gross et al., 2004). Se
ha estudiado que la captacion de nitrito por los
organismos aumenta en cultivos de baja salinidad
debido a las bajas concentraciones de iones de cloro
disueltos en el agua, esto debido a que se cree que
los iones de nitrito compiten por el mismo sitio de
transporte que el ion cloro al momento del
intercambio HCOs/Cl en las células branquiales
(Ramirez-Rochin et al., 2016). Los niveles de nitrito
en los bioensayos de liberacion de nutrientes,
independientemente de la fuente y nivel de proteina
(Tabla 3), estuvieron por debajo del limite
permisible mencionado por Grosset al. (2004)
donde establece que para L. vannamei cultivados a
una salinidad 2 g/L, la concentracion de NO,-N
debe ser de <0.4 mg/L para evitar problemas de
estrés derivado de la intoxicacién. Por su parte,
Ramirez-Rochin et al. (2017), reportan para L.
vannamei cultivados a 2 g/L de salinidad que 12.4
mg/L de NO,-N representa una dosis letal del 50% a
las96 horas.

Desde el punto de vista ambiental, la actividad
acuicola es considerada poco sustentable y ha
generado una importante controversia ambiental por
los impactos que representa como, la destruccion de
manglares, contaminacion de fuentes de agua,
eutrofizacion de cuerpos de agua (Bortolini-Rosales
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y Torres-Garcia, 2004; Martinez-Cérdova et al.,
2009). El nitrégeno liberado al ambiente es
considerado entre los principales contaminantes de
los cuerpos de agua que se encuentran contiguos y
reciben las descargas. Durante los ciclos acuicolas
es comun la realizacién de recambios de agua para
mantener una buena calidad del agua, aparte de
generar un desperdicio del recurso hidrico, el agua
se convierte en una fuente de contaminacion
ambiental por el nitrdgeno liberado (Maia et al.,
2016). La acuacultura puede reducir los efectos
nocivos al ambiente al igual que en otros sistemas
de produccion primarios mediante la disminucion
en el uso de harina de pescado en dietas para
camarén y su remplazo por proteinas de origen
vegetal (Ldépez-Vela et al.,, 2014), asi como la
suplementacion de alimentos con bajos niveles de
proteina (Huai et al. 2010). Asimismo, se considera
que para minimizar el impacto en los terrenos
circundantes a los cultivo de baja salinidad necesita
de un control de efluentes mas estrictos (Ng et al.,
2018). Actualmente los esfuerzos para reducir las
descargas de nutrientes al ambientes estan
orientadas hacia el reciclaje de nutrientes
(Avnimelech, 2003) al uso de sistemas de
recirculacién y recambios reducidos de agua
(Timmons et al., 2002).

Conclusiones

Los resultados del presente estudio mostraron que
alimentos con mayores niveles de proteina
produjeron mayores concentraciones de metabolitos
nitrogenados,  especialmente NH,” y NID,
independientemente de la fuente proteica y tallas de
camaron cultivado a bajas salinidades.
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