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RESUMEN

Se realizaron bioensayos en agua estatica para comparar los efectos de 1) la proteina
dietaria y 2) el fosforo dietario sobre la acumulacion de los nutrientes no asimilados en el agua
de cultivo de poslarvas de Penaeus vannamei. Se evaluaron alimentos con 4 niveles de proteina
dietaria (10, 18, 25 y 33%) y alimentos con 3 niveles de fosforo (0.4, 0.8 y 1.2%) con fosfato
de sodio monobasico (NaH2PO4) como fuente inorganica de fosforo. La acumulacion de
Nitroégeno inorganico disuelto total (NIT) incremento significativamente con el incremento en el
nivel de proteina. El balance de masa de Nitrogeno constituyo el 87% de Nitrogeno que habia
entrado al medio de cultivo. La asimilacion promedio de Nitrogeno en biomasa de camaron fue
de 85,71,48y37% para los alimentos conteniendo 10, 18,25 y 33% de proteina, respectivamente.
La acumulacion de fosforo reactivo disuelto (PRD) en el agua se incremento significativamente
con el incremento de los niveles del fosforo dietario. El balance de masa de Fosforo constituyo
en promedio el 90% de Fosforo que habia entrado al medio de cultivo.

La asimilacion de Fosforo promedio en biomasa de camarén fue de 65, 42 y 28% para
alimentos conteniendo 0.4, 0.8 y 1.2% del tosforo respectivamente.

Palabras claves: Proteina, Fosforo, Calidad del agua e Impacto ambiental.
INTRODUCCION

La proteina es el principal nutriente requerido para el crecimiento y uno de los componentes
mas caros en los alimentos balanceados. También, los camarones pueden utilizar facilmente la
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proteina como una fuente de energia. Sin embargo, esto no es econémicamente eficiente ni
tampoco adecuado ambientalmente (Lawrence, 1996). De ahi que, el contenido de proteina del
alimento debe ser minimo por 2 razones: 1) para evitar el uso de la proteina como fuente de
energia y asimismo reducir la cantidad de Nitrogeno liberada al agua en forma de amonio, y 2)
para reducir el costo del alimento. En los camarones el fosforo se encuentra principalmente
asociado al Calcio en el exoesqueleto. También, es un componente de fosfolipidos y de compuestos
de alto contenido energético como: el adenosin trifosfato (ATP), acidos nucleicos (como el
acido desoxirribonucleico (ADN) y el acido ribonucleico (ARN), coenzimas, intermediarios
metabolicos, y tiene un papel importante como regulador de pH de los fluidos intra y
extracelulares. Aunque los camarones son capaces de asimilar minerales directamente del agua
(National Research Council, 1983) las concentraciones de fosforo son generalmente muy bajas
en el agua (Boyd, 1990). Consecuentemente, el fosforo es uno de los principales componentes
de la fraccion inorganica de los alimentos.

La acuacultura se visualizo como una actividad no contaminante durante sus primeras etapas de
desarrollo. Sin embargo, con la rapida expansion e intensificacion de la industria, hay una creciente
preocupacion sobre la sustentabilidad a largo plazo de la acuacultura en relacion a su impacto
ambiental (ejemplo: las descargas de los efluentes) y el desarrollo de politicas ambientales (Catfey et
al., 1996; Lawrence, 1996). Las agencias gubernamentales ya han establecido acciones regulatorias en
varios paises con respecto a los estandares de calidad de agua y a las limitaciones de descarga
(Mathiesen, 1990; Hopkins, 1992; Fast y Lester, 1992; Hankins y Bullock, 1994).

En los efluentes de agua de descarga de las operaciones de acuacultura el Nitrogeno y el Fosforo
han sido considerados como dos de los mas importantes agentes contaminantes del medio natural
(Mathiesen, 1990 y Boyd y Musig, 1992). La introduccion del Nitrogeno es de particular
preocupacion porque es generalmente un nutriente limitante en los ecosistemas marinos (Seitzinger
etal., 1984; Libes, 1992). Como los alimentos se han identificado como la principal fuente de éstos
elementos en los efluentes de acuacultura (Cowey y Cho, 1991), debe realizarse investigacion para
optimizar los niveles de proteina dietaria (aminoacidos esenciales) y de fosforo para obtener buena
sobrevivencia y crecimiento y al mismo tiempo minimizar la descarga de Nitrogeno y Fosforo en el

agua.

Los objetivos de este estudio fueron 1) determinar el impacto de diferentes niveles de
proteina y fosforo en la calidad del agua y 2) estimar los balances de masa de Nitrogeno y
Fostoro para un sistema de cultivo estatico con poslarvas de Penaeus vannamei.

2.MATERIALESY METODOS
PROTEINA DIETARIA:

Poslarvas de P. vannamei producidas en laboratorio de 1.2 mg de peso promedio inicial
fueron distribuidas a una densidad de 1.5PL/L (44 PL/m2) en tanques de 20 L de agua estatica.

Se aliment6 con dietas experimentales con niveles de 10, 18, 25 y 33% de proteina y 3 niveles
de aceite de pescado (0.0, 4.1 y 8.2%) de acuerdo con la siguiente curva de alimentacion

598 Avances en Nutricion Acuicola IIT



Efectos de la proteina y el fosforo dietario en la calidad de agua de acuacultura

generada por computadora, donde x= al dia y y= mg de alimento/PL:
Dias 1 a 16 y=1.9509 - 0.1459x + 0.1085x2 — 0.0038x3
Dias 17220y =-8.0574 + 1.0094x

Durante los 21 dias del periodo experimental, el alimento se distribuy6 15 veces diarias. La
dieta basal semipura se presenta en la Tabla 1. La Tabla 2 presenta los ingredientes y la

composicion calculada de cada dieta.

Tabla 1. Composicion de dieta semipura 1

Ingrediente % Materia seca
Almidon de trigo ? 634
Aislado de proteina de soya > 0.0
Gluten de trigo? 35
Harina de pescado Menhaden 3 8.0
Harina de Krill 4 4.0
Aceite de pescado Menhaden? 0.0
Lecitina’ 15
Colesterol 2 0.5
Carboximetilcelulosa ¢ 4.0
Tierra de diatomeas >’ 82
Na2HPO4 Reactivo ® 19
Mezcla Mineral AIN 762 42
Mezcla vitaminica ° 0.8

! Valores calculados de 10% proteina, 3.5 kcal energia bruta/g. 2.5 keal. energia digestible/g,
3% lipidos, 4% tibra 'y 15.8% de ceniza.

21.C.N. Biochemicals Inc., Cleveland Ohio, USA

3 Zapata Hayne Corp., Reedville, Virginia, USA

* Tnual, Santiago Chile

5 Central Soya, Fort Wayne, Indiana, USA

¢ United States Biochemicals, Cleveland, Ohio, USA

"Lavada con acido

8 Fisher Scientific Houston, Texas, USA

° Dawes Laboratories, Arlington Heights, Illinois, USA
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Tabla 2. Ingredientes y composicion calculada de dietas experimentales 1.

Ingrediente (%) Composicion calculada

Almidon Gluten Soya Tierrade Aceite de Proteina Grasa Ceniza Energia Energia

de de Diatomeas pescado cruda cruda (%) bruta digestible
trigo trigo (%) (%) (kcal/g) (kcal/g)
63.4 35 0.0 82 0.0 10 3 15.8 35 25
634 35 0.0 4.1 4.1 10 7 11.8 39 28
63.4 35 0.0 0.0 82 10 11 7.7 42 3.1
54.4 7.4 53 82 0.0 18 3 15.8 3.6 27
54.4 7.4 53 4.1 4.1 18 7 11.8 39 29
54.4 7.4 53 0.0 82 18 11 7.7 43 32
455 113 106 8.2 0.0 25 3 158 36 2.8
455 113 106 4.1 4.1 25 7 118 4.0 3.1
455 113 106 0.0 82 25 11 7.7 44 34
36.5 151 16.0 8.2 0.0 33 3 15.8 37 3.0
36.5 151 16.0 4.1 4.1 33 7 11.8 4.1 32
36.5 151 16.0 0.0 82 33 11 7.7 4.5 35

!'Cada dieta contiene 4% de fibra

La salinidad y la temperatura del agua fueron mantenidas a 25-27 g/L. y 27-290C,
respectivamente. La concentracion de oxigeno disuelto en el agua se mantuvo arriba de 4.0 mg/
L en cada tanque con aereacion a través de un solo difusor de aire. Se mantuvo un fotoperiodo
de 12 horas de luz y 12 de obscuridad con un timer automatico.

Al final del bioensayo de crecimiento, las PL fueron secadas al aire, pesadas y contadas. Fueron
calculadas la sobrevivencia y la tasa de crecimiento relativo (TCR= peso final — peso inicial/peso
inicial x 100) (Hopkins, 1992). Se analiz6 el amonio total de (Solorzano, 1969; Spotte, 1979) nitritos
(Spotte, 1979, Parson et al., 1989) y nitratos (Mullin y Riley, 1955; Spotte, 1979) en muestras de
agua. La suma de las tres formas de Nitrogeno se reporté como Nitrogeno Inorganico Total disuelto
(NIT). Los datos obtenidos de un disefio factorial 4 x 3 con 6 replicados por tratamiento fueron
analizados usando un analisis de varianza de dos factores para determinar las diferencias significativas
entre los promedios de los tratamientos (P<<0.05). Se usaron tablas de contraste para separacion de
medias con el fin de evaluar las diferencias significativas entre los tratamientos (Lentner y Bishop,
1993). Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando los procedimientos del “Statistical
Analysis Systems” (SAS Institute, Inc. 1989-91 version 2.0.5).

FOSFORO DIETARIO

Se evaluaron dietas con 3 niveles de fosforo (0.4, 0.8 y 1.2%) usando fosfato de sodio
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monobasico (NaH2PO4) como fuente de fosforo inorganico. Se mantuvo una relacion Ca:P 1:1
en toda las dietas. La dieta basal semipura se presenta en la Tabla 3. La Tabla 4 presenta las
fuentes minerales y el nivel de inclusion de las mezclas minerales.

Tabla 3. Composicion de dieta semipurificada.!

Ingrediente % Materia seca
Almidon de trigo? 436
Caseina 3 15.6
Aislado de proteina de soya ? 10.1
Gluten de trigo ? 7.1
Harina de Krill # 4.0
Aceite de pescado Menhaden * 4.0
Lecitina ¢ 1.0
Colesterol 2 0.5
Carboximetilcelulosa 3 30
Tierras de Diatomeas >’ 0.8
Mezcla mineral ? 95
Mezcla vitaminica ® 0.8

! Valores calculados de 32% de proteina, 4.2 kcal energia bruta/g., 3.2 kcal energia digestible
g, 6% lipidos, 3.1% fibra 'y 11% ceniza.

21.C.N. Biochemicals Inc., Cleveland, Ohio, USA

3 United States Biochemicals, Cleveland, Ohuio, USA

*Inual, Santiago, Chile

5 Zapata Haynei Corp., Reedville, Virginia, USA

¢ Central Soya, Fort Wayne, Indiana, USA Appendix B

"Lavado en acido

8 Dawes Laboratories, Arlington Heights, Illinois, USA. Appendix C

° Composicion basal (g/kg); sulfato de potasio cromico (0.244), carbonato cuprico (0.133),
cloruro de cobre (1.11), citrato ferrico (2.666), oxido de magnesio (10.665), sulfato manganonoso
(1.555), citrato de postasio monohidratado (97.768), yoduro de potasio (0.0044), sulfato de
potasio (23.109), selenito de sodio (0.0044), sucrosa (52.439), carbonato de zinc (0.711),
sulfato de zinc (7.77).
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Tabla 4. Fuentes minerales 1 y niveles de inclusién
(g/kg) para mezclas minerales

Fuente de fosforo NaH,PO,

Niveles de fosforo dietario 0.4% 0.8% 1.2%
Fosfato de sodio monobasico 29 225 338
Cloruro de Calcio 31 240 360
Cloruro de Sodio 164 81 33
Tierra de Diatomeas? 578 256 71

! Grado reactivo
2Lavada con acido

Las condiciones experimentales fueron las mismas que las descritas anteriormente para el
experimento de proteinas. Se utilizaron poslarvas de 0.9 mg de peso promedio inicial que
fueron alimentadas 15 veces por dia en un experimento de 21 dias de acuerdo con la siguiente
curva de alimentacion, donde x= dias y y= mg/PL

Dialal6y=1.5551—0.1162x + 0.0865x2 — 0.0030x3
Dia17 a20y=-6.4270 + 0.8050x

Al final del bioensayo de crecimiento se analizo en muestras de agua el fosforo reactivo
disuelto (PRD) (Murphy y Riley, 1962; Spotte, 1979). Las poslarvas fueron secadas, pesadas
y contadas. Los datos obtenidos de este disefio completamente al azar con 7 replicados por
tratamiento fueron analizados usando un analisis de varianza de una via para determinar las
diferencias significativas (P<<0.05) entre el promedio de los tratamientos. La prueba de Tukey-
Kramer HSD para separacion de medias fue usado para evaluar las diferencias significativas
entre los tratamientos (Lentner y Bioshop, 1993).

Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando los procedimientos del “Statistical
Analysis Systems” (SAS Institute, Inc. 1989-91 version 2.0.5).

3.RESULTADOS
PROTEINA DIETARIA:

Los ecoensayos con las dietas de diferentes niveles de proteina dieron una alta sobrevivencia
(Promedio =90%) sin diferencias significativas. El incremento en biomasa promedio de las
poslarvas varié de 23 a 26.2% por dia. El crecimiento de las PL. no fue significativamente
diferente para las dietas con 18% de proteina y las dietas con niveles de proteina mas altos,
independientemente del nivel de lipidos. Las dietas con 10% de proteina dieron un crecimiento
significativamente menor (Figura 1). La acumulacion de NIT disuelto en el agua se incremento
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significativamente con el incremento del nivel de lipidos en la dieta (Figura 2).
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Figura 1. Crecimiento de postlarvas vs los niveles de proteina y lipidos en la dieta. Se
representan el promedio y la desviacion estandar; n=6. El asterisco (*) indica un
efecto significativo del factor considerado en el ANOVA bifactorial (P<<0.05).
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Figura 2. NIT vs niveles de proteina cruda y lipidos. Se representan el promedio y
desviacion estindard n=6. El asterisco (*) indica un efecto significativo del facto
considerado en el ANOVA bifactorial (P<<0.05).
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Tabla S. Balance de masas de Nitrégeno (mg-N) basado en el contenido de Nitrogeno
de las dietas, del agua, del analisis de Nitrégeno amoniacal total, del Nitrogeno de
nitritos y Nitréogeno de nitratos en el agua.

Nivel de
proteina
cruda en
la dieta Entradas Salidas
Alimento Agua PL! Agua PL! No considerado?
10 64.2 2.86 09 1.1 55.8 11.0
18 1155 2.86 09 21.1 82.7 154
25 160.5 2.86 0.9 742 78.3 11.8
33 211.8 2.86 0.9 100.2 79.2 36.2

! Valores estimados de Boyd y Teichert-Coddington (1995).
2 La parte de Nitrogeno no considerado estaba probablemente en los solidos sedimentados

Los balances de masa de Nitrogeno para tratamientos con 7% de lipidos (Tabla 5%) muestran
que el alimento fue la principal fuente de Nitrogeno contribuyendo con el 94.5 a 98.2% del
Nitrogeno total introducido en el sistema de cultivo. Estos presupuestos sumaron el 83.7,87.1,
92.8 y 83.2% del Nitrogeno introducido por las dietas conteniendo 10, 18, 25 y 33% de
proteina, respectivamente. La utilizacion neta de Nitrogeno por las PL fue de 85.5,71.0,48.2
y 37.0% para las dietas conteniendo 10, 18, 25 y 33% de proteina respectivamente.

FOSFORO DIETARIO

Los ecoensayos con alimentos de diferentes niveles de fosforo dieron una alta sobrevivencia
(Promedio= 85%) de PL sin diferencias significativas. El incremento promedio en la biomasa de
PL se ubico entre 27.7 a 28.9% por dia. La mejor tasa de crecimiento correspondio a la dieta con
el nivel mas bajo de fosforo. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (Figura 3). La acumulacion de PRD en el agua se incremento significativamente
con el incremento de fosforo en la dieta (Figura 4).
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Figura 3. Crecimiento de PL vs el nivel de Fosforo dietario con
suplementacion con NaH2PO4. Estan representadas medias y D.E. n=7.
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Figura 4. Acumulacion de Fosforo reactivo disuelto en el agua vs el nivel de
Fosforo en la dieta con suplementacion de NaH2PO4. Estan representadas
medias y D.E.; n=7. Las columnas con diferentes letras indican
diferencias significativas (P<<0.05).
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El balance de masa de fosforo para todos los tratamientos (Tabla 6) muestra que el alimento
fue la principal fuente de fosforo, contribuyendo con 88.4 a 95.5% del fosforo total introducido
en el sistema de cultivo. Estos presupuestos sumaron el 76.9, 93.3 y 93.4% del fosforo
introducido por las dietas conteniendo 0.4, 0.8 y 1.2% de tostoro respectivamente. La utilizacion
neta de fosforo por las poslarvas fue de 65.1% 42.5 y 28.3% para las dietas conteniendo 0.4,
0.8 y 1.2% de fosforo, respectivamente.

Tabla 6. Balance de masas de fosforo (mg-P) basado en el contenido de fosforo de las
dietas, agua y analisis de fésforo reactivo disuelto en el agua.

Fuentes de P y Entradas Salidas No
y nivel en la dieta considerado?

Alimento  Agua PL! Agua PL!

CaHPO*' 0.8% 26.37 1.76 0.084 8.64 94 10.2
Na HP)'  0.8% 26.37 1.76 0.084 15.75 114 1.1
Na HP)'  0.8% 26.37 1.76 0.084 15.00 113 19
Na, HP)*  0.8% 14.15 1.76 0.084 3.00 93 3.7
Na HP)*  1.2% 38.60 1.76 0.084 26.72 11.0 2.7

! Valores estimados de Boyd y Teichert-Coddington (1995).
? La parte de Nitrogeno no considerado estaba probablemente en los solidos sedimentados

4. DISCUSION

Laacumulacion de NIT disuelto en el agua se incremento significativamente con el incremento
de proteina en la dieta. Los camarones pueden utilizar con mucha facilidad la proteina como
fuente de energia y en ése proceso liberar amonio en el agua. La acumulacion de bajos niveles de
NIT para la dieta con 10% de proteina sugiere que la mayor parte del Nitrogeno dietario fue
asimilado por el camaron y no utilizado como fuente de energia.

Dado que el crecimiento no fue afectado negativamente por la dieta con 18 de proteinas los
niveles de NIT en el agua probablemente pudieran reducirse mas disminuyendo el nivel de
proteina en la dieta. Los niveles de NIT mas altos en el agua para las dietas 25 y 33% de
proteina, indican un catabolismo innecesario de proteina para obtener energia y un impacto
ambiental potencialmente negativo en el sistema de cultivo y/o cuerpos de agua recibiendo
efluentes de los estanques. Estos datos demuestran el gran efecto que el nivel de proteina
dietaria puede tener en la calidad del agua y como a través de estrategias apropiadas los niveles
de NIT pueden reducirse sin afectar los niveles de produ-ccion. La sobresuplementacion de
proteina debe evitarse para disminuir el NIT en los efluentes de descarga de las granjas de
camaron. Esto permitira a estas granjas cumplir con los estandares regulatorios y al mismo
tiempo mantener o incrementar sus niveles de produccion.
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La utilizacion neta de Nitrogeno (UNN) vario de 37% para las dietas conteniendo 33% de
proteina cruda a 85.5% para las dietas conteniendo 10% de proteina cruda. Valores tan altos
como estos no tienen precedente. Hopkins et al. (1993) reportaron que solo el 6.5% de Nitrogeno
en el alimento era asimilado en tejido en P. setiferus confinados en estanques con cubiertas de
polietileno con 2.5 y 0% de recambio de agua diario. Solo 15.6% del Nitrogeno ingerido por
rotiferos (Brachionus plicatillis) se calculd que fue utilizado para el crecimiento y la reproduccion
(Tanaka, 1991). Trabajando con lobina (Morone saxatilis) en estanques de agua salobre con
cubierta de polietileno, Daniels y Boyd (1989) encontraron que la UNN del pez era solo de
18.2%. Del Nitrogeno total introducido en tanques de tierra de agua dulce, solo 17.5% fue
reportado haber sido asimilado por hibridos de tilapia roja (Oreochromis mossambicus x
Oreochromis niloticus) (Acosta-Nassar et al., 1994). Considerando que los camarones son mas
propensos que los peces a romper su alimento en pequeiios pedazos antes de ingerirlo — lo que
produce pérdidas — la UNN relativamente alta, encontrada en este estudio es atin mas remarcable.

El similar crecimiento y sobrevivencia de PL obtenido con los 3 niveles de fosforo dietario
evaluados indican que el nivel mas bajo de fosforo de 0.4% usado en este experimento fue
adecuado para un buen crecimiento y sobrevivencia de las poslarvas. Esto concuerda con Davis
et al. (1993) quien reporta que en ausencia de suplementacion de Calcio, un nivel de fosforo
dietario de 0.34% es adecuado para un buen crecimiento en juveniles de P. vannamei. Nuestros
resultados sugieren que el requerimiento de fosforo dietario de PL de P. vannamei es también
bajo.

El incremento significativo de la acumulacion de PRD en el agua con el incremento de los
niveles de fosforo en la dieta demuestran el gran impacto que el nivel de fosforo dietario puede
tener en la calidad del agua. Ademas del beneficio economico que se puede obtener con la
reduccion en la cantidad de fosforo requerido en la dieta, estos datos indican que la
sobresuplementacion de tosforo en la dieta debe evitarse para disminuir el nivel de PRD en los
efluentes de descarga de las granjas de camaron. Esto podria permitir el cumplimiento de
normas regulatorias y al mismo tiempo mantener o incrementar los niveles de produccion. Una
utilizacién neta de fosforo (UNP) de 65.1% se obtuvo con la dieta conteniendo 0.4% de
fosforo, la cual es mayor que la UNP de 48.3% reportada para lobina (Morone saxatilis)
cultivada en estanques de agua salobre con cubierta de polietileno (Daniels y Boyd, 1989).
Neori y Krom (1991) reportaron una incorporacion de fosforo del 21% en el pargo dorado
(Sparus aurata) cultivado en estanques de agua marina con cubiertas de plastico. La alta UNP
observada para camarones en este estudio no tiene precedentes y es especialmente remarcable,
considerando el comportamiento alimenticio del camarén comparado con los peces.

Los datos de ésta investigacion indican que la proteina dietaria y el nivel de fosforo pueden
tener un gran impacto en el Nitrogeno Inorganico Total y el fosforo reactivo descargados en el
agua. Aun mas, el alto crecimiento y sobrevivencia obtenidos con niveles 18% de proteina y
0.4% de fosforo, paralelo con la minima acumulacion de NIT disuelto y de PRD, respectivamente;
justifica la necesidad de mas investigacion sobre el desarrollo de alimentos amigables con el
medio.
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