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El campo nutricional es determinante en la habilidad del organismo para resistir
enfermedades. El acido ascorbico y los carotenoides en su forma reducida (astaxantina)
funcionan como antioxidantes que inactivan los radicales libres dafiinos producidos por la
actividad normal celular y de multiples estresores (Chew, 1995) promoviendo el
crecimiento del camarén e incrementando su calidad fisica (Qingyn ef al., 1995). Es por
ello que se formuld una dieta basal para camardn blanco Litopenaeus vannamei enriquecida
con 6 diferentes combinaciones de 4cido ascorbico (AA) y astaxantina (AX). Se realizé el
analisis proximal y contenido energético de la dieta. La evaluacién bioldgica se implemento
con organismos de 0.08 gr y una densidad de siembra de 24 org 1", los cuales fueron
alimentados ad libitum. Los organismos alimentados con la dieta dieta 1 presentaron mayor
crecimiento en longitud (3.61 + 0.53 cm) comparados con los que se alimentaron con la
control (3.41 £ 0.63 ¢cm) y mayor peso con los alimentados con la dieta 2 (0.24 + 0.10 gr)
que con la dieta control (0.20 + 0.11 gr). La mejor sobrevivencia se obtuvo con los
organismos alimentados con la dieta 5 (69.44 %), comparados con los organismos
alimentados con la dieta control (48.60 %). Se presentdé mayor nimero de mudas en los
que se alimentaron con la dieta 6 (13) y el minimo con la dieta 2 (3).

Los organismos expuestos a una concentraciéon de 15.50 + 0.782 mg I de amonio
total no registraron mas del 50 % de mortalidad. La dieta 7 presenté una mortalidad de
33.33 % a 96 h de exposicién y el menor porcentaje con las dietas 2 y 5 (8.33 %).Se realizé
una segunda prueba de resistencia con una concentracion de 48.121 + 3.404 mg 1! de
amonio total. La mortalidad del 50 % se present6é en los organismos alimentados con la
dieta control a las 9 h de exposicién y los alimentados con la dieta 1 presentaron 65.5 % a
las 20 h. Se presenté 100 % de mortalidad para todos los tratamientos a las 24 h de
exposicion.

La inclusion de vitamina "C" y astaxantina en la dieta influyé positivamente en el
crecimiento, sobrevivencia y resistencia al estrés por amonio en L. vannamei, por lo que se
recomienda su uso en la formulacién de alimentos.

Palabras claves: Vitamina "C", astaxantina, estrés, camaron



ABSTRACT of the thesis of HILDA LORENA FRAIRE ASTRAIN, presented as
partial requirement to obtain the MASTER ON SCIENCE degree in AQUACULTURE.
Ensenada Baja California, México, November 2000.

EFFECT OF THE COMBINED ACTION OF ACID ASCORBICO (AA) AND
ASTAXANTINA (AX) IN THE RESISTANCE OF THE WHITE SHRIMP Litopenaeus
vannamei, , PUT UNDER CONDITIONS OF STRESS.

Abstract approved by:
;%V(fo/«/épﬁ/jé,
MoerrC=MAnreldeJes

sus Acosta Ruiz
Director of thesis

The nutricional field is determining in the ability of the organism to resist diseases.
The ascérbico acid and the carotenoid ones in their reduced form (astaxantina) work like
antirust which they inactivate the harmful radicals free produced by estresores the cellular
activity normal and of manifold (Chew, 1995) promoting the growth of the shrimp and
increasing their physical quality (Qingyn et al. 1995 ).A basal diet for white shrimp
Litopenaeus vannamei was formulated enriched with 6 different combinations from
ascorbico acid (AA) and astaxantina (AX). It was made the proximal analysis and power
content of the diet. The biological evaluation implemented with organisms of 0,08 gr. and
one density of 24 org 1 ', which were fed ad libitum. The organisms fed with the diet diet 1
presented greater growth in length (3.61+ 0,53 cm) compared with which they were fed
with control (3.41% 0,63 c¢m) and greater weight with the fed ones with diet 2 (0.24 + 0.10
gr.) that with the diet control (0.20 £ 0,11 gr.). The best supervive was obtained with the
organisms fed with diet 5 (69,44 %), compared with the organisms fed with the diet control
(48,60 %). Greater number of ecdysis in which they were fed with diet 6 (13) and the
minimum with diet 2 appeared (3).

The organisms exposed to a concentration of 15.50? 0,782 mg 1-1 of total
ammonium did not register more of 50 % of mortality. Diet 7 presented/displayed a
mortality from 33,33 % to 96 exhibition h and the smaller percentage with diets 2 and 5
(8,33 %).Se made one second test of resistance with a concentration of 48.121? 3,404 mg I-
1 of total ammonium. The mortality of 50 % appeared in the organisms fed with the diet
control 9 exhibition h and the fed ones with 20 diet 1 presented/displayed 65,5 % to h.
appeared 100 % of mortality for all the 24 processings to exhibition h.

The inclusion of vitamin " C " and astaxantina in the diet influenced positively in
the growth, sobreexperience and resistance to stress by ammonium in L. vannamei, reason
why its use in the food formulation is recommended. Key words: Vitamin " C ",
astaxantina, stress, shrimp

Key words: Vitamin " C ", astaxantina, stress, shrimp.
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EFECTO DE LA ACCION COMBINADA DEL ACIDO ASCORBICO (AA) Y
ASTAXANTINA (AX) EN LA RESISTENCIA DEL CAMARON BLANCO
Litopenaeus vannamei, SOMETIDOS A CONDICIONES DE ESTRES.
INTRODUCCION

I.1 GENERALIDADES

La acuicultura es una de las actividades de mayor expansién en el mundo, con
un crecimiento anual aproximado del 12% desde 1984 (Smith et al. 2000). La
produccioén total de este sector fue 39.4 millones de toneladas incluyendo 1.5 millones
de toneladas de los cuales corresponden a los crustaceos y constituyen 4.0 % de la
produccién acuicola total desde 1998 (FAO, 2000). Esta expansion se mantendra
conforme aumente la demanda y la poblacion humana mundial se incremente, por lo
tanto, sera necesario implementar sistemas de cultivo mds eficientes en términos del
uso de los recursos y del impacto ambiental que esta actividad genera.

En los cultivos de camardn la alimentacion adecuada es aquella que cubre todas
las funciones vitales y proporciona la energia para que los organismos alcancen el
maximo crecimiento posible, sin llegar a repercutir en la calidad del agua (FAO, 2000).

En una empresa acuicola, el alimento suministrado representa entre el 30 y el
60 % de los costos de produccion (Zendejas-Hemandez, 1998), por esto, es importante
que el alimento no sélo sea nutrimentalmente completo y de ficil consumo, ademas,
debera ser mas econémico. Para cumplir con estas premisas es necesario una definicion
precisa de los requerimientos nutricionales de los organismos bajo cultivo; asi como una
mejor caracterizacion y procesamiento de los ingredientes utilizados en la elaboracion
de alimentos. Condicién que lleva a una seleccion estricta de los ingredientes, no sélo

desde el punto de vista de su calidad quimica, también de su calidad sanitaria y



biologica, ya que la salud y el crecimiento del camarén cultivado dependen directamente
de la disponibilidad de alimentos adecuados (Qingyn et al., 1995).

No es sorprendente que en las ultimas décadas la nutricion del camarén se haya
convertido en una de las 4reas de investigac’ion y desarrollo mas importantes dentro de
la acuicultura (Tacon, 1999)

[.2 ANTECEDENTES

En Japon, Fujinaga (1934) inicié los experimentos para el cultivo controlado de
camarén y no fue hasta 1959 cuando bajo su direccion empiezan a operar las primeras
granjas de cultivo de ciclo completo de este crusticeo (Orbe y Arias, 1987). Su técnica
consistio en criar los camarones desde huevos hasta adultos, proporcionandoles en cada
fase de su desarrollo los aliments necesarios y adecuados para su buen desarrollo.

En México el cultivo de camaron es reciente, ya que inicio en la década de los
afios setenta en la Universidad de Sonora; sus objetivos se concentraron en el cultivo del
camaron café y azul, (L. californiensis, L. stylirostris), tratando de adaptar la tecnologia
japonesa a nuestras especies y con las condiciones imperantes en México.

El cultivo de camarones peneidos que se ha desarrollado en México abarca tres
niveles: extensivo, semi-intensivo e intensivo. La clasificacion de estas técnicas obedece
fundamentalmente al nimero de organismos por unidad de superficie y al grado de
control que se tiene del sistema y de las caracteristicas del mismo; entre mas intenso es
el cultivo se debe ejercer un mayor control de la calidad del agua en donde se

desarrollan los organismos, la cantidad y calidad del alimento.



Hoy en dia, la estrategia para la expansién de la camaronicultura consiste en
aprovechar extensiones de tierra que no pueden ser dedicadas a la agricultura o la
ganaderia, por lo que se han implementado métodos de cultivo intensivo, donde la forma
predominante de nitrégeno inorganico que entra al sistema es el amonio producto del
metabolismo de los camarones y que cuando se concentran en un cultivo intensivo
afecta el crecimiento y causan la mortalidad de los animales en cultivo (Colt y
Armstrong, 1981).

1.2.1 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

Las necesidades nutricionales para los organismos peneidos en términos de
proteinas, energia, lipidos, carbohidratos, vitaminas y minerales han sido ampliamente
estudiados (Lim y Akiyama, 1998).

Los requerimientos de proteina dietaria para el camardn son del 30 al 60 %, y
dependen de diversos factores como la especie, talla, fuente de proteina, contenido
energético total y manejo del alimento. Los lipidos sirven como transportadores de
vitaminas liposolubles y proveen otros compuestos como esteroles y fosfolipidos, que
son esenciales para las funciones metabdlicas del camarén. Los niveles optimos de
lipidos incluidos en una dieta varian en un intervalo de 6 a 10%. Las vitaminas son
compuestos organicos complejos que se requieren en cantidades minimas para el
crecimiento normal, el metabolismo y la reproduccion (Tacon, 1999).

Los minerales participan como constituyentes del exoesqueleto, en el balance de
la presion osmotica, de los tejidos en la transmision de los impulsos nerviosos y en la

contraccion de los musculos, entre otras funciones ( Lim y Akiyama, 1998 ).



12.2 IMPORTANCIA DE LA UTILIZACION DEL ACIDO ASCORBICO
(VITAMINA "C") Y LA ASTAXANTINA EN NUTRICION.

El estado nutricional del organismo determina su habilidad para resistir a las
enfermedades. La vitamina "C" y los carotenoides en su forma reducida (astaxantina)
funcionan como antioxidantes que inactivan los radicales libres daflinos producidos por
la actividad normal celular y en respuesta a multiples estresores (Chew, 1995) y de esta
manera promueven ¢l crecimiento del camarén e incrementan su calidad fisica. La
funcion antioxidante de estos micronutrientes contribuye a fortificar la capacidad
inmunoldgica de los organismos, y en consecuencia proveer una integridad funcional y
estructural a las células que constituyen el sistema inmune de los camarones (Qingyn ef
al., 1995).

Los requerimentos de acido ascorbico para los camarones varian entre 100 y 200
mg kg'l, sin embargo, los niveles de suplementacion de vitamina “C” recubierta (para
evitar lixiviacion) y de sus derivados son 1200 mg kg™ y 2500 mg kg™, respectivamente
(Akiyama et al., 1993).

Otra de las funciones importantes de la vitamina "C" en el camardén, es su
participacién en la formacion de colageno, un componente esencial de los vasos
capilares y de tejido conectivo, también participa en la sintesis de hormonas esteroideas
(op.cit). Ademas, contribuye a regular la produccion de cortisona, la hormona
responsable de la adaptacion metabolica al estrés, lo que permite a los organismos un
optimo desarrollo (Kitabayashi et al., 1971).

La vitamina "C" es un nutrimento esencial para los camarones peneidos, su

deficiencia se traduce en un crecimiento pobre, una baja conversion alimenticia, una



reduccion en la frecuencia de muda o muda incompleta, la disminucion de la resistencia
al estrés, la disminucién en la sintesis de coldgeno, la melanizacién del exoesqueleto y
la ocurrencia de grandes mortalidades (Medina-Reyna,2000).

Seglin Merchie et al. (1995), algunas funciones biolégicas y fisioldgicas
(crecimiento, sobrevivencia, frecuencia de muda, resistencia al estrés) se pueden
mejorar durante el cultivo larval con el suplemento de vitamina “C” en la dieta. Todas
las especies de camarones investigadas hasta hoy, requieren de una fuente de acido
ascorbico (vitamina “C”) durante los diferentes estadios de desarrollo (D'abramo y
Conklin, 1995). No obstante, los requerimentos especificos atin no se han establecido
para los camarones; y su concentracion en los alimentos depende de las caracteristicas
de la fuente del 4cido ascérbico.

Las formas no protegidas de vitamina “C” no son muy utilizadas en la
produccion de alimento por que son muy sensibles al calor y al oxigeno, son solubles en
agua y el alcohol etilico, pero insolubles en otros solventes organicos. También, durante
el almacenaje del alimento, aproximadamente el 90 % de esta vitamina puede ser
destruida (Cho et al., 1985; Steffens, 1987., Lovell, 1987., Hahlfer, 1988 y Kurmaly et
al., 1993).

En la ultima década se observd un incremento sustancial en el nimero de
trabajos publicados en relacion con la nutricion de camarones y se han enfocado a
conocer los requerimientos de los principales nutrientes en diferentes especies y fases
del proceso de produccion. En particular, en los ultimos ocho afios, se ha estudiado el
uso de un carotenoide la astaxantina, como pigmento o como nutriente en diferentes

especies de Penaeus (Arango G. 1993, Arango et al. 1994, 1995, Chien y Jeng, 1992).



Los crusticeos son incapaces de sintetizar la astaxantina, pero pueden oxidar y
convertir el f-caroteno, la zeaxantina y otros pigmentos en astaxantina, por lo cual
dependen de un suministro adecuado de este nutriente a través de la dieta, Sin
embargo, la produccién de astaxantina en un proceso metabdlico muy complicado que
requiere una cantidad extremadamente alta de astaxantina (Latscha 1989 y 1991a).

Estas moléculas tienen funciones metabdlicas muy importantes como la
fotoproteccion, la actividad antioxidante y la estimulacion del sistema inmune. Varios
trabajos describen alteraciones en el comportamiento inmunoldgico después de la
administracion de carotenoides. Alin no se sabe como es que los pigmentos de tipo
carotenoide pueden funcionar en esta estimulacion, lo que si se conoce es que el dailo
oxidativo a las membranas limita la respuesta inmune y posiblemente los carotenoides
evitan su oxidacion (Rodriguez, 1998).

En L. vannamei, aproximadamente el 65 % de los carotenoides depositados en el
cuerpo corresponden a la astaxantina, el 5 % es 7,8 dihidroastaxantina y el 30 % es una
mezcla de varios carotenoides. Se conocen diferentes funciones fisioldgicas y
fenoldgicas para los carotenoides. En diferentes especies de camarones cultivados la
astaxantina incrementa la tolerancia al estrés, mejorando la respuesta inmune y
estabilizando la pared celular. También puede ser una reserva intracelular de oxigeno y
puede funcionar como protector intraceluar al inactivar los radicales libres (Menseveta,

1993).



1.2.3 PRUEBA DE TOXICIDAD

El estado fisiolégico de los organismos se puede medir a través de la
sobrevivencia, la tasa de crecimiento y la tasa respiratoria entre otras (Sprague, 1971;
Hughes, 1981). Una de las aplicaciones de las pruebas de toxicidad es el estudio de la
determinacion de los umbrales de toxicidad de algunas sustancias (Pickering, 1988). El
uso de estas pruebas concentracién letal media, tiempo letal medio, concentracion
efectiva media se remonta a algunas décadas, pero el desarrollo de la metodologia actual
ha permitido conseguir gran precision y reproduccion de los resultados. (USEPA, 1989).

Los crustidceos como otros organismos acuaticos estan continuamente sometidos
al producto de los cambios de los parametros del ambiente (temperatura, salinidad,
nivel de oxigeno, fluctuacion del pH; concentracion del amonio, nitritos y nitratos; y
diferentes contaminantes), es por ello, que el estudio de las respuestas compensadoras a
los cambios ambientales que involucra el estado fisioldgico de los organismos pueden
ser una medida de su capacidad de respuesta, que se observaen su sobrevivencia. Estos
estados o condiciones estian relacionados con la tolerancia, la resistencia y el estrés
(Planas, 1993).

La tolerancia es el resultado eficaz de las medidas que adopta un organismo
frente a un cambio ambiental, con las cuales asegura su funcionamiento normal y su
supervivencia. La resistencia es la capacidad de soportar cambios ambientales pero con
daflo de las actividades vitales, y el limite estd marcado por la mortalidad.

El estrés se ha definido en varias formas, en términos fisiologicos, la suma de
todas las respuestas con las cuales un organismo intenta mantener o reestablecer su

homeostasis. El estresor es una alteraciéon ambiental y el estrés es la respuesta del



organismo (Wedemeyer y McLeay, 1981); Estrés también se define como el cambio
fisiolégico adaptativo resultado de una serie de estresores ambientales (Selye, 1956); o
como una desviacién de la energia metabdlica que un animal dedica a sus actividades
normales dirigida a procesos de compensacion (Barton y Schreck, 1987). El estrés
también se traduce en la alteracion de una o mas variables fisioldgicas, al grado de que
la supervivencia a largo plazo puede ser reducida (Bayne, 1985); o bien, se puede
concebir como una alteracién ambiental pueda provocar al prolongar o estabilizar los
procesos homeostaticos mas alld de sus limites normales (Esch y Hazen, 1978).

Los carotenoides, son considerados nutrientes esenciales en las dietas artificiales
para los crustidceos, ya que por su actividad provitamina A, sus propiedades
antioxidantes y proteccion celular de dafios fotodindmicos intervienen en los procesos
fisiologicos de muda, reproducciéon y maduracion. Debido al gran desarrollo a nivel
mundial en la acuacultura del camardn el énfasis en los aspectos nutricionales se ha
incrementado y consecuentemente también es importante en conocer los efectos de la
astaxantina en el metabolismo, la sobrevivencia, el crecimiento y en el incremento de su
calidad como producto de consumo (Meyers , 1994).

El principal problema de los cultivos intensivos de camardn es el deterioro de la
calidad del agua, especialmente en lo que se refiere al ciclo del nitrégeno (Hopkins et al.
1993). El amonio es el principal producto de excrecion de los crustdceos y se presenta
en solucion acuosa en forma ionizada ( NH, ) y no ionizada (NH3") (Kinne, 1976). En
el agua de mar existe un equilibrio entre la forma no ionizada ( NHi ) y la forma
inonizada (NH;" ) del amonio. Este equilibrio depende de la salinidad, la temperatura y

del pH. Los altos valores de estos dos parametros favorecen el incremento de la forma



no ionizada ( NH;") (Whitfield, 1978), por ejemplo a pH 7 y 10 °C existe un 0.3 % de
NH3 , apH 9 y 20 °C existe un 62.1 % de NH3 (Spotte, 1970). El amonio es uno de los
causales de lento crecimiento y las altas mortalidades en postlarvas de camaron. Es por
ello que se estudiard el efecto que diferentes combinaciones de acido ascorbico y
astaxantina tienen en el crecimiento, la sobrevivencia y la resistencia al estrés por

efecto del amonio de L. vannamei.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de una dieta enriquecida con diferentes concentraciones de acido
ascorbico (AA) y astaxantina (AX), sobre el crecimiento, la sobrevivencia y la
resistencia al estrés por amonio en el camarén blanco Litopenaeus vannamel.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.4.2.1 Elaborar y caracterizar bioquimicamente una dieta basal con los

requerimientos nutricionales para juveniles de camardn blanco Litopenaeus vannamel,
incluyendo seis combinaciones de 4cido ascdrbico y astaxantina.

1.3.2.2 Evaluar el porcentaje de sobrevivencia, crecimiento total (talla y peso)
y frecuencia de muda, para los organismos alimentados con las diferentes dietas
formuladas con diferentes combinaciones de acido ascérbico y astaxantina.

[.3.2.3 Medir la resistencia de los juveniles de Litopenaeus vannamei,
alimentados con diferentes dietas formuladas con diferentes combinaciones de acido
ascorbico y astaxantina mediante una prueba de estrés inducida por amonio.

1.4 HIPOTESIS
Los juveniles de camardon blanco Litopenaeus vannamei alimentandolos con
niveles altos de acido ascdrbico y astaxantina tendran mayor crecimiento, sobrevivencia

y una mayor resistencia al estrés.
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II. MATERIALES Y METODOS
II.1 ABASTECIMIENTO DE JUVENILES

Los juveniles de camardn blanco L. vannmei se obtuvieron del laboratorio de
produccién comercial de camarén Genética y Sistemas de Puerto Peflasco, Sonora
“Génesis”. Los juveniles se acondicionaron durante una semana en un estanque
circular de 500 1, el oxigeno y la temperatura del agua se mantuvieron entre 6-7 mgl” y
28 °C respectivamente.
I1.2 FORMULACION DEL ALIMENTO BASAL

La formulacién de la dieta se realizo en base a los requerimientos nutricionales
para juveniles de camarén (tabla I) segun Kanazawa er al., (1985), Akiyama (1989),
Lim y Akiyama (1998), estos fueron elaboradas en el laboratorio de nutricién del
departamento de acuicultura- CICESE. En la tabla II se puede observar los niveles de
inclusion de vitamina “C” (4cido ascorbico) y astaxantina que fueron utilizados.

Todos los ingredientes fueron pesados en una balanza electrénica de 200 g de
capacidad £ 0.01 de precision. Los ingredientes de mayor concentracion como la harina
de pescado, harina de maiz, harina de trigo, semolina, harina de camarén y gluten de
trigo, asi como la harina de sangre se pasaron por un tamiz de 250 micras y se
mezclaron en una batidora Kitchen Aid de 4 litros de capacidad. Los ingredientes
menores se agregaron poco a poco a la mezcla, el aceite de pescado se adiciond
previamente calentado a 25 °C. Posteriormente se agregd la vitamina "C" a 1.0 g de

alginato de calcio macerado y disuelto en 250 ml de agua como microligante. Se



12

prepar6 una solucion de astaxantina y vitamina “C” para cada dieta y se asperjo sobre
las harinas (tabla II).

Se procedid a la fabricacién de los pellets utilizando el método de extrusion
humeda en un molino marca Hobart, equipado con una placa con perforaciones de 2
mm de didmetro, , inmediatamente se colocé el alimento granulado en un secador de
conveccion de calor durante dos horas a 45°C.

Por ultimo el alimento elaborado se coloco en bolsas de polietileno previamente
etiquetadas, en un congelador a una temperatura de -20 °C, para su uso posterior.

Para el analisis proximal de la dieta se tomd una muestra de 100 gr, el cual se
realizé en el laboratorio de control de calidad de la empresa PROESA, S.A. de C.V.
Para estimar el contenido de proteinas se utilizd el método Kjeldahl (N * 6.25), el
método de Soxhlet para extraccion de grasas. El contenido de carbohidratos se estimo
indirectamente, Para conocer el contenido de cenizas por calcinacién se utilizé una
mufla a 460°C. El contenido de humedad del alimento se midié por desecacion en estufa
de secacion a 60°C por 24 horas y asi eliminar el exceso de humedad. La energia
disponible se calculd usando los factores de conversién 18.0, 35.2 y 17.2 kig™ en base
seca para las proteinas, lipidos y carbohidratos, respectivamente (Mourente y Rodriguez,
1997). El perfil de aminoacidos se analizé en el Centro de Investigacion en alimentacion

y Desarrollo, A. C., (C.I.A.D. ) en Hermosillo, Sonora.
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Tabla I. Ingredientes utilizados en la elaboracion del alimento basal suministrado a los

juveniles de camaron blanco Litopenaeus vannamei.

INGREDIENTES PORCENTAJE (%)
Harina de pescado® 45
Harina de maiz” 16
Harina de trigo® 15
Semolina’ 10
Harina de camar6n® 3.5
Aceite de pescado® 3
Gluten de trigo" 2.6
Harina de calamar® 1.5
Harina de sangre® 1.5
Caseina " 0.5
Alginato de calcio’ 0.10
Premezcla de vit. y minerales 0.22

*PROESA, producida en Ensenada, B. C., México.

"MAZECA, producida en México

‘BONFIL, producida en S. L. R. C., Son., México.

YEL ROSAL, producida en Tijuana, B. C., México.

‘GRANJA DE CAMARON, LOS PAREDONES, producida en Sin., México.
"DO-PEP, producido en Australia.

ECICESE, producida en el laboratorio de nutricién, B.C., México.

"SIGMA BIOCHEMICAL, producida en EE. UU.

'SPECTRUM, producido en EE. UU.

'GREEN SOURCE, producida en EE. UU.
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Tabla II.-Concentraciones de vitamina C y astaxantina incluidos en la dieta basal.

Vi‘famina]Ca Astaxantina®
(mg kg™ (mg kg™
0 250 1000
0 Dieta 7
500 Dieta 1 Dieta 2
1000 Dieta 3 Dieta 4
1500 Dieta 5 Dieta 6

*SIGMA, producida en EE. UU.
PALEXIS, producida en EE.UU.

I1.3 DISENO DE EXPERIMENTO
El peso inicial de los organismos fue de 0.078 (+ 0.013) gramos. Se
colocaron 24 organismos/acuario (2org 1"'). aleatoriamente en 21 acuarios de 12 1, los
organismos fueron alimentados al 10% de su peso corporal tres veces al dia, durante la
primer semana, 15% la segunda y finalmente ad libitum, es decir en cantidad suficiente
como para que queden restos en cantidad minima al dia siguiente. Cada maiiana en cada
acuario se registraron los restos de alimento, mudas y el nimero de individuos. Para
cada acuario, el crecimiento se determind mediante la longitud total, donde se midieron
los organismos desde la base de la escotadura post-orbital hasta el borde posterior del
telson y el peso se tomo como referencia el peso hiimedo, la sobrevivencia se estimo con la
diferencia de sobrevivencia final menos la inicial.
Las condiciones fisico-quimicas del agua fueron controladas durante las 5

semanas que duro el ensayo, la temperatura del agua se mantuvo a 28 + 1°C con ayuda
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de un calentador de placa de 1000 watts, marca Sayno, con regulador electronico
independiente. Las lecturas se tomaron con un termémetro de mercurio de precision de
+ 0.1 °C. La salinidad se mantuvo a 28 %o y se midié con un refractometro marca
Fisher brand modelo 8601. El volumen de agua que se mantuvo en recirculacion fue de
464 1 con ayuda de una motobomba marca lifegard de 1 HP y una tasa de recambio
diario de 300 %. El sistema de filtracién, consistié de 6 unidades de cartucho de 20 pn
colocados en paralelos y una ldmpara U.V de 40 watts de irradiacion, cada acuario
mantenia un control de flujo de agua., el pH se mantuvo 8.1 el cual se determiné con un
potenciémetro tipo pH-30 marca Corning con una resolucion de + 0.01

Para mantener el oxigeno disuelto en los acuarios entre 6 y 7 mg" se utilizé un
sistema de abastecimiento de aire con tuberia de PVC de 6.35 cm de didmetro donde se
insertaron vélvulas de PVC de 0.476 cm de diametro. Se utilizaron piedras de aireacion
de 5.08 x 1.27 cm y se midid con un oximetro marca YSI 52 provisto de un sensor
polarografico.

En la parte central de cada acuario se colocd un tubo de PVC de 1.27 cm para
mantener el nivel de agua que se drenaba por rebosamiento. Los productos de la
excresién de los organismos, se transportaron al estanque principal por medio de una
manguera poliducto de 1.27 cm.

El amonio se determind por el método de azul de indofenol descrito por Rodier
(1981), que tiene como principio mantener en un medio alcalino en presencia de
nitroprusiato, que actia como catalizador, los iones amonio tratados por una solucion de

hipoclorito sédico y de fenol dando una coloracion de azul que resulta susceptible a la
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determinacién colorimétrica, medida con un espectrofotémetro marca ELIPTICA 2000
a una longitud de onda de 640 nm.

I1.4 SISTEMA DE CULTIVO

El 4rea total de la unidad experimental fue de 3.87 m? la cual consistié de una

bomba impulsora, filtracién mecanica y esterilizacién con rayos U.V. (Figura 1).

Figura 1.- Unidad experimental utilizada durante el ensayo de alimentacién de juveniles
de camaron blanco Litopenaeus vannamel.
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I1.5 PRUEBA DE ESTRES

Transcurridas 5 semanas de alimentacidn se colocaron 12 camarones (2 org/l) en 14
acuarios de vidrio con 6 | de agua de mar (Figura 2). Las condiciones fisico — quimicas
del agua se mantuvieron en las mismas condiciones que en la fase de alimentacion.
(Salinidad 28%o, temperatura de 28 °C, oxigeno entre 6-7 mg " y pH 8.1). El método
utilizado en esta prueba fue la exposicion de los camarones a concentraciones toxicas de
amonio (15 mg 1 'y 48 mg 1% y se calculd el tiempo letal medio (LTsp).registranos el
tiempo donde se moria el 50 % de los organismos expuestos a esas concentraciones de
amonio.

Se prepard una solucion de NH4Cl, a 5.921 ppm, agregandose a cada acuario 100
ml cada 5 minutos para que la concentracion de amonio aumentara paulatinamente en
cada acuario. Cada hora se midié al azar la concentracién de amonio en 6 de los
acuarios de los 14 con la finalidadad de corroborar la concentracion final del amonio. Se
utilizé el método del azul de indofenol. Las lecturas fueron tomadas cada 8 horas hasta
las 96 horas que dur6 la prueba. Cada 15 minutos se revisaban los acuarios para
observar la mortalidad de los camarones, durante un periodo de 24 horas, posteriormente
se realizd cada 2 horas.

Se efectué un segundo ensayo para conocer la concentracion letal (CLsp) con una
concentracion superior de NH;-N de 0.084 ppm. Se mantuvo una densidad de 5 org/12 1
para cada acuario, y se midié la concentracion de amonio con el método de azul de
indofenol, para determinar la mortalidad para cada condicidn experimental se

estimularon los camarones con una varilla de vidrio para asegurarse de que estaban
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muertos. Al inicio de la prueba se efectuaron observaciones en todos los acuarios cada

15 minutos, hasta las 24 horas que fue cuando se presentd el 100 % de mortalidad.

Figura 2.- Unidad experimental utilizada en la prueba de resistencia (LTsp) con juveniles
de camardn blanco L. vannamei

I1.6 ANALISIS ESTADISTICO

A los datos de talla, peso y sobrevivencia, se les aplicaron pruebas de normalidad
y homocedasticidad de varianza, al cumplir con estos requisitos se aplicé un analisis de
varianzas de una via (ANOVA), en los casos que no se cumplieron los supuestos se
utilizo una prueba ANOVA no paramétrica de Kruskal-Wallis. Para todos los casos, el
nivel de significancia nominal fue del 5%.

Los datos de mortalidad obtenidos en las pruebas de resistencia (LTsp-96 h) se

ajustaron a un modelo matematico Spearman/L.C50 IBM PC version 1.0 .
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I11. RESULTADOS
I1I.1 FORMULACION DE ALIMENTO

La dieta basal analizada presenté una valor proteico de 43.19 % , una concentracion
superior a la recomendada para esta especie (30 %). El contenido de lipidos fue de 8.32
% y el de carbohidratos de 35.2%. Las cenizas y la humedad fueron el 7.86 y 5 %,
respectivamente (Tabla IV). La composicion de aminoécidos para la dieta basal utilizada

resultd similar a la reportada para otras especies de crustaceos (Tabla V).

Tabla III. - Analisis bromatolégico de la dieta basal elaborada para alimentar a los
juveniles del camardn blanco L. vannamei

COMPONENTE (%)
Proteina (N * 6.25) 43.19
Lipidos 8.32
Carbohidratos 35.63
Humedad 5.00
Cenizas 7.86
Peso seco 95.00

Energia 4.66 kcal g”!




20

Tabla IV.- Composicién de aminoécidos de la dieta basal elaborada para alimentar a los
juveniles del camar6n blanco L. vannamei en un 43.19 % de proteina.

Aminoécidos g/100g proteina
Aspartico 6.80
Glutamico 16.60
Serina 3.66
Histidina 825
Glicina 10.95
Treonina 3.16
Arginina 9.12
Alanina 4.99
Tirosina 2.37
Metionina 3.76
Valina 9.36
Fenilalanina 7.00
[soleucina 5.08
Leucina 1,19
Lisina 4.06

Total 99.92
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I1.2 PARAMETROS FISICO QUIMICOS

Los juveniles de camarén blanco Litopenaeus vannamei se mantuvieron bajo las
condiciones fisicoquimicas del agua favorables para el crecimiento de esta especie,
resultando similares para todos los tratamientos y sus repeticiones, no se encontraron
diferencias significativas entre los valores medidos (Tabla III (£SD)). El amonio se
mantuvo en niveles recomendados para juveniles de camaron, oscilando entre 0.008 y
0.043 mg/l de NH;-N (Figura 3) .

Tabla V. Valores promedios de los parametros del agua de mar en los cultivos de
Litopenaeus vannamei. (desviacion estandar).

PARAMETRO PROMEDIO
SALINIDAD (%) 28.2 (£2.5)
PH 7.4 (£0.5)
OXIGENO (mg/1) 6.8 (+0.3)
TEMPERATURA (°C) 27.5 (+2.2)

AMONIO (NH;-N) (mg/1) 0.016(+0.017)
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Figura 3. Concentracion de amonio, durante la fase de alimentacion de los juveniles de
camarén blanco Litopenaeus vannamei. A) Entrada del sistema B) Salida del
sistema.
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III.3 EFECTO DE LAS DIETAS

En los camarones al igual que en todos los crustaceos, el proceso de crecimiento se
produce de forma discontinua y ciclica debido al proceso de la muda o ecdisis. Cada vez
que el organismo estd preparado para aumentar de talla y peso, el exoesqueleto es
liberado rapidamente y se produce una nueva capa quitinosa que se tendera a endurecer
hasta adquirir la consistencia y dureza del exoesqueleto anterior. Durante este proceso el
cuerpo del camaron ha absorbido agua y la division celular se ve favorecida provocando
el incremento de volumen y peso del animal.
II1.3.1 CRECIMIENTO

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos y el control
(P=0.493) (tabla VI y fig 2). Sin embargo, los organismos alimentados con la dieta 1
tuvieron un crecimiento mayor (3.61 £ 0.53 cm) un incremento semanal de 0.27 + 0.05
cm, seguidos por los que se alimentaron con la dieta 2 y 4 que presentaron una longitud
final de 3.45 £ 0.51 em y 3.53 £ 0.70 cm respectivamente, con incrementos semanales
de 0.21 £ 0.0l cm y 0.23 £0.08 cm respectivamente. Los organismos que presentaron
un crecimiento menor fueron los que se alimentaron con la dieta 3 y alcanzaron una

longitud de 3.38 £0.48 cm y un incremento semanal de 0.22 + 0.03 c¢m (tabla VII).
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Tabla VI. Anilisis de varianza para la longitud final de Litopenaeus vannamei después
de un periodo de alimentacion de 5 semanas.

ANOVA RESUMEN DE TODOS LOS EFECTOS DE LA DIETA
EFECTO GRADOS VARIANZA ERROR ~ DE  VARIANZA F  PROB
LIBERTAD GRADOS DE  DEL ERROR
LIBERTAD
1 6 0.073 14 077 947 493

Tabla VII. Promedio del crecimiento en longitud de Litopenaeus vannamei alimentado
con las 7 dietas experimentales durante 5 semanas.

TRATAMIENTO LONG. INICIAL  LONG. FINAL CRECIMIENTO
(cm) (cm) SEMANAL (cm)

DIETA 1 2.24 +£0.30 3.61 £0.53 0.27 £ 0.05
DIETA 2 2.41 0406 345 +0.51 0.21 £0.01
DIETA 3 2,30 +£034 3.38+0.48 0.22 £ 0.03
DIETA 4 23T £0.37 3.53.+0.70 0.23 £ 0.08
DIETA 5 237 +£029 3.47+£0.57 0.22 £ 0.07
DIETA 6 2.34+0.30 3.43+0.50 0.22 £ 0.05
CONTROL 2.36 £0.40 3.41 £0.63 0.21 £ 0.05
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Figura 4. Crecimiento de Litopenaeus vannamei en longitud total alimentados por las
dietas experimentales y el control, durante 5 semanas.

El crecimiento expresado como el incremento en peso no fue diferente (P=0.371)
entre los tratamientos ni comparados con la dieta control (tabla VIII y figura 3). No
obstante, los organismos alimentados con la dieta 2 pesaron 0.24 = 0.10 gr y los
alimentados con la dieta 1 pesaron 0.23 + 0.09 gr. Valores superiores a los obtenidos
con la dieta control (0.020 £ 0.11 gr), Los organismos que se alimentaron con las dietas
3y5(0.21 £0.08 gr), ganaron menos peso que el control a una tasa de 0.026 = 0.01 gr

por semana (tabla IX).
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Litopenaeus vannamei

Tabla VIII Anélisis de varianza para el peso final de juveniles de camarén blanco

ANOVA RESUMEN DE TODOS LOS EFECTOS DE LA DIETA
EFECTO GRADOS DE VARIANZA ERROR DE  VARIANZA F PROB
LIBERTAD GRADOS DE  DEL RROR
LIBERTAD
0.028 0.014 1.906  0.080

Tabla IX. Crecimiento de Litopenaeus vannamei expresado en peso, alimentados con

las 7 dietas experimentales durante 5 semanas + desviacidn estandar

TRATAMIENTO PESO INICIAL (gr) PESO FINAL  CRECIMIENTO
(gr) SEMANAL (gr)

DIETA 1 0.07 + 0.04 0.23 + 0.09 0.032 = 0.01
DIETA 2 0.10+0.06 0.24 £ 0.10 0.028 + 0.01
DIETA 3 0.08 + 0.03 0.21 £ 0.08 0.026 + 0.01
DIETA 4 0.08 + 0.04 0.22+0.13 0.028 +0.02
DIETA 5 0.08 + 0.03 0.21 +0.10 0.026 + 0.01
DIETA 6 0.08 + 0.03 0.22 +0.08 0.028 + 0.01
CONTROL 0.08 +0.04 020+ 0.11 0.024 + 0.01
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Figura 5. Crecimiento en peso total de Litopenaeus vannamei alimentados con las dietas
experimentales y el control, durante 5 semanas.

La relacion bioldgica de longitud y peso nos muestra que todas las condiciones

experimentales presentaron un crecimiento alométrico, Por que el incremento en

longitud no es proporcional al incremento en volumen. En todas las condiciones

experimnetales se calcularon valores inferiores a 3 para el exponente de la relacion

(fig. 6).
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Figura 6. Relaciéon de la longitud y el peso de los juveniles de camardén blanco
Litopenaeus vannamei alimentados con las 7 dictas experimentales, durante 5
semanas.
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I11.3.2 SOBREVIVENCIA

El porcentaje de sobrevivencia, es una estimacién de cambio en el nimero de
organismos por acuario en un periodo de tiempo (Brock, 1992). Las sobrevivencias se
calcularon como el promedio de las 3 repeticiones de cada tratamiento, no se
encontraron diferencias significativas en la sobrevivencia final para los diferentes
tratamientos y el control (tabla X). Durante la primer semana del bioensayo no se
registr6 mortalidad en ninguna de las condiciones experimentales, para la segunda
semana se registrd la menor sobrevivencia en los organismos alimentados con la dieta 2
(91.66 %). La mayor sobrevivencia se registré en los organismos alimentados con las
dietas 1 y el control (97.08%). Durante las semanas 3 y 4 se observé la misma
tendencia, pero al final del experimento se obtuvo una sobrevivencia menor para los
organismos alimentados con la dieta 7 (48 %) y una mayor sobrevivencia 69.44 % (Fig.
5 y 6).menor para los organismos alimentados con la dieta control (48 %) y result6
mayor sobrevivencia con la dieta 5.

Tabla X. Analisis de varianza realizado a los datos de sobrevivencia de juveniles de
camaron blanco Litopenaeus vannamei.

ANOVA RESUMEN DE TODOS LOS EFECTOS DE LA DIETA
EFECTO GRADOS DE VARIANZA ERROR DE VARIANZA E PROB
LIBERTAD GRADOS DE DEL ERROR
LIBERTAD

1 6 42.20 27 35.11 1.20 0.03
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Tabla XI. Sobrevivencia (%) de juveniles de camardn blanco L. vannmei, alimentados
con las 7 dietas experimentales, durante 5 semanas.

Dieta Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5
1 100 97.0 90.2 86.0 59.7
2 100 94.4 .7 75:0 59.7
3 100 94 .4 Tl Tid 60.9
4 100 94.4 75.0 70.8 59.7
5 100 94.4 88.8 86.0 69.4
6 100 91.6 Ti.d 75.0 63.8
7 100 97.8 90.2 86.0 48.6

[11.3.3 FRECUENCIA DE MUDAS

El mayor niimero de mudas registrado durante el periodo de alimentacion, fue para
los organismos alimentados con la dieta 6, con un total de 13; seguidas por la dieta
control con 10 mudas. Los organismos que presentaron un numero menor fue los
alimentados con la dieta 2, donde se registraron 2 mudas durante el transcurso del

bioensayo (Figura 9).
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Figura 7.- Numero total de mudas registradss durante el periodo de alimentacion de L.
vannamei con las 7 dietas.

[11.4 RESISTENCIA AL ESTRES

Para probar las bondades de las dietas ricas en acido ascorbico y astaxantina se
realizo una prueba de resistencia, los camarones se expusieron a una concentracion de
amonio total de 15.50 + 0.782 mg I"' NH3-N (Figura 7). Después de 96 horas no se
observé mas del 50 % de mortalidad para los organismos alimentados con la dieta
control que presentd una mortalidad (33.33 %) y el menor porcentaje (8.33) se registro
en los organismos alimentados con las dietas 2 y 5. Los camarones aliementasdos con
las dietas 1 y 3 con 12.49 % cada uno, (tabla XIV, figura 8). Se realizé una segunda
prueba de resistencia con una concentracién promedio de 48.121 + 3.404 mg "' NH3-N

(Figura 9). Se registr6 una mortalidad del 50 % en los organismos alimentados con la

dieta control a las 9 h de exposicion, un 33. 30 % en los organismos alimentados con la
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dieta 2 y un 29.99 % con los alimentados con la dieta 1, el menor porcentaje de
mortalidad se presento con los organismos alimentados con la dieta 4 de 11.10 %, a las
13 horas de exposicion los que se alimentaron con la dieta 2, 5 y 6 presentaron 44.44 %
de mortalidad y los alimentados con la dieta 4 presentaron menor porcentaje con 33.33
%. Los camarones alimentados con la dieta 3 presentaron el mayor porcentaje de
mortalidad (66.66 %), a las 15 h comparados con los alimentados con la dieta 2 (46%).
A las 24 h de exposicion se encontré un 100 % de mortalidad para todos los
tratamientos, para los valores de LT sp no se encontraron diferencias significativas

para los 6 tratamientos y el control (P=0.85) (tabla XV).
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Figura 8.- Concentracion de amonio total (15.50 mg/l) a la que se expusieron los

juveniles de camar6n blanco L. vannamei durante la prueba de resistencia
LT50-96 h..
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Tabla XII.- Porcentaje de mortalidad de los juveniles de camarén blanco Litopenaeus
vannamei durante la prueba de resistencia LTsp-96 h expuestos a 15.50

mg 1" NH;3-N (0.93 NH3) para cada condicién experimental (%).

TIEMPO DIETA1 DIETA2 DIETA3 DIETA4 DIETAS DIETA 6 DIETA7

16

24

32

40

48

56

64

72

80

88

96

4.1

4.1

8.3

8.3

8.3

8.3

8.3

8.3

8.3

8.3

12.4

4.1

4.1

4.1

4.1

4.1

4.1

4.1

4.1

8.3

8.3

8.3

0

0

0

4.1

4.1

4.1

4.1

4.1

4.1

8.3

12.4

0

0

0

8.3

8.3

8.3

8.3

8.3

8.3

16.6

16.6

0

0

0

8.3

8.3

8.3

8.3

8.3

8.3

8.3

8.3

8.3

12.4

12.4

16.6

16.6

16.6

16.6

16.6

29.1

29.1

29.1

16.6

16.6

16.6

16.6

16.6

16.6

16.6

20.8

2580

29.1

333
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Figura 9. Concentracion de amonio total (48.12 mg/l) a la que se expusieron los

Juveniles de camarén blanco L. vannamei durante la prueba de resistencia
LT50-96 h.



Tabla XIII. Porcentaje de mortalidad de los juveniles de camarén blanco Litopenaeus.
vannamei durante la prueba de resistencia LTs0-96 h expuestos a 48.121 +

3.404 mg I'' NH;-N para cada condicién experimental (%).
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TIEMPO DIETA 1 DIETA2 DIETA3 DIETA4 DIETAS DIETA6 DIETA7

0

11

13

e

20

24

0

6.6

12.2

24.4

29.9

39.3

35.5

58.8

65.5

100

0

16.6

222

277

333

33.3

44.4

46.0

83.3

100

0

11.1

16.6

16.6

22.2

27.1

38.8

66.6

94.4

100

0

0

5.5

3.3

11.1

22.2

33.3

49.9

88.8

100

0

0

0

3.9

22.2

333

44.4

61.1

83.3

100

0

5.5

14

222

277

38.8

44.4

55.5

94.4

100

0

30.0

30.0

30.0

50.0

50.0

50.0

60.0

90.0

100
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Tabla XIV. Analisis de varianza realizado a los datos de resistencia al estrés por amonio

de juveniles de camaron blanco Litopenaeus vannamei

ANOVA RESUMEN DE TODOS LOS EFECTOS DE LA DIETA
EFECTO GRADOS DE VARIANZA ERROR DE VARIANZA F PROB
LIBERTAD GRADOS DE DEL ERROR
LIBERTAD
1 19 42.20 16 35.11 2.64 0.85

Tabla XV. Tiempo Letal medio (LTso) obtenido de las curvas de mortalidad de

Litopenaeus vannamei expuestos a una concentracion de 48.25 mg I"' NH;-
N (2.89 mgl "NHg,), alimentados con las 7 dietas experimentales durante 5
semanas.

DIETA LTso

1 10.53 £ 1.65
10.60 + 2.89
11.17 £4.39
12.30 +2.81
11.56 +0.93
10.41 £2.85
8.03 £ 1.62

e B WL O, T N UL I 6 |
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IV. DISCUSION
IV.I SISTEMA DE CULTIVO

El estudio de la nutricién de los crusticeos debe comenzar con un sistema de
cultivo que no genere confusion en la respuesta al factor nutricional a investigar. Una de
las decisiones principales reside en la fuente de agua usada para el cultivo ya que
contaminantes como pesticidas, metales pesados, amonio y nitritos pueden causar estrés
y/o disminuir el crecimiento. Es por esto que los parametros del agua de mar se
mantuvieron bajo condiciones fisico-quimicas controladas, para juveniles de camarén
blanco Litopenaeus vannamei con una salinidad de 28.222 +2.538 %o, 7.487 £ 0.557 de
pH, oxigeno disuelto total de 6.855 + 0.312 y una temperatura de 27.564 + 2.258 °C
resultando similares y favorables para el crecimiento de esta especie (Akiyama et al.
1991). El amonio no ionizado se mantuvo en niveles recomendados para juveniles de
camardn, en el intervalos de 0.008 - 0.043 mg 1" (Chen J.C. y Kou Y.Z., 1992), 0 .006 -
0.045 mg I"'(Treece y Fox. 1993), 0.05 - 0.1 mg 1" (Cruz - Suarez L.E., 2000)

IV.2 ELABORACION DE LAS DIETAS

Las materias primas con que se formulo la dieta basal utilizada en este estudio,
son comparativas a las utilizadas por otros autores para esta y otras especies de peneidos
(Akiyama et al., 1993), Tacon y Akiyama 1997, Tacon 1999), asi como las condiciones
generales de los bioensayos nutricionales fueron satisfactorias y cumplieron con las
reglas propuestos por Akiyama (1991).

Los niveles recomendados para la harina de pescado oscilan entre 10 - 45 %,

cuyo limite de inclusién no es de tipo nutricional sino econdémico.
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Diferentes autores han estudiado el efecto del nivel de proteina dietaria sobre el
crecimiento y la tasa de conversién en penecidos. Recomendando niveles de proteina
altos: para camarones de 0.1 a 3 gr. Tacon (1989a) recomienda 40 % de proteina, y
Akiyama et al. (1993) niveles de 40 a 45 %. Para L. vannamei, Colvin y Brand (1977)
proponen como Optimo 30-35 % de proteinas en dietas para postlarvas, y menos de 30 %
de intermedios entre postlarvas y juvenil. Cousin et al. (1993) encontraron como 6ptimo
30 % de proteina en dietas con una relacion de proteina/energia de 100 mg keal”, es
decir en dietas con menor contenido energético (3 kecal g™') en este estudio, la dieta que
se utilizo en este bioensayo presentd 43.19 % de proteina y presenta un valor energético
4.66 kcal g”' con una relacién de proteina/energia = 92.48 kcal mg™ , mientras que Cruz
Suarez et al.(2000) obtuvieron una dieta de 30 % de proteina y un contenido energético
de 4.2 keal g una relacién de proteina energia de 70 mg kcal™

Aranyakaranda y Lawrence (1999) mostraron que se puede reducir el nivel de
proteina hasta 15 % sin repercusion de crecimiento en comparacion con el crecimiento
obtenido para las dietas mds ricas en proteina. En este caso, la bondad de la dieta esta
asociada con la fuente de proteinas de alta calidad muy palatables relativamente ricas
en energia (4.3 kcal g'), caracteristica muy similar a la encontrada en el presente
estudio.

Para la elaboracion de la dieta experimental se utilizé el método descrito por
D’Abramo y Castell (1994), principalmente en lo que se refiere al mezclado de los
ingredientes, pero en el proceso de fabricacion, se tomo cuenta la posible pérdida de
nutrientes termolabiles, como la vitamina “C”, en este estudio se utilizo el proceso de

microligado con alginato de calcio. Sin embargo, estudios realizados por Goldblatt et
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al. (1979) advierten que el método de aglutinacién con el gluten de trigo y alginato de
calcio no fue eficaz para reducir la tasa de lixiviacion del acido ascorbico.

IV.3 EFECTO DE LAS DIETAS

IV.3.1 VITAMINA "C"

Akiyama D. M. et al. (1993) mencionan que existen 11 vitaminas hidrosolubles
y 4 liposolubles que son necesarias para el camardn, entre ellas la vitamina “C” que es
estructuralmente simple, soluble en agua y en alcohol etilico, pero insoluble en la
mayoria de los solventes organicos. Esta es un antioxidante importante pero ficilmente
oxidable, es rapidamente destruida durante el peletizado y extrusién del alimento,
promediando entre el 40-60 % y el 50-80 %, respectivamente.

En la elaboracion de las dietas experimentales se utilizé la vitamina "C"
polifosfato (Ry Stay C), forma fisica recomendada para procesamientos agresivos, tales
como el peletizado y extrudizados que se utilizan durante el proceso de elaboracion de
dietas para camardn. Se reporta como relativamente estable con un 20 % de destruccién
(op. cit).

Qingyn et al. (1995) encontraron que altas dosis de vitamina "C" en la dieta
promovieron el crecimiento del camardn blanco e incrementaron su calidad fisica. De la
misma manera Merchie et al. (1995), encontraron que algunas funciones bioldgicas y
fisiologicas (crecimiento, sobrevivencia, frecuencia de muda, resistencia al estrés) se
favorecen al incrementar los niveles de esta vitamina. Merchie et al. (1997) estimé que
dietas conteniendo por arriba de 1500 mg k™ de este nutriente mejora la resistencia al

estrés y a las enfermedades de los camarones peneidos.
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Cuando las postlarvas camarén tigre (P. monodon) son alimentadas con 1700
3400 mg k™' de vitamina "C" crecen mejor (7.49 y 7.83 mg ) que al alimentarlas con 100
mg k' (6.49 mg) (Merchie et al. 1998). En cambio al utilizar concentraciones de 500,
1000 y 1500 mg k™ no se observaron diferencias significativas en el crecimiento de los
juveniles del camarén blanco (L. vannamei) en el presente estudio (tabla VI y VII).

Es posible mejorar la sobrevivencia cuando se incorporan al alimento para
porstlarvas de P. vannamei 49 mg de acido ascérbico por kilogramo de dieta (Merchie
et al. 1997). Merchie et al. (1998) al alimentar a postlarvas de P. monodon con 1700 y
3400 mg k' de vitamina "C" encontré diferencias significativas con respecto a las
alimentadas con 100 mg k™ 82.2. % y 77.8 % vs 73.9 %. Medina Reyna ef al. (2000)
encontrd mayor sobrevivencia de L. vannamei alimentados com 100 mg de acido
ascorbico, por el contrario de nuestro caso al alimentar los juveniles de camarén blanco
(L. vannamer) con 500, 1000 y 1500 mg k' no se observaron diferencias significativas
(tablaVIII).

Merchie et al., (1997) encontraron un efecto significante para la sensitividad al
estrés para P. monodon y L. vannamei con altos niveles de acido ascorbico y alta
resistencia a la infeccion con Vibrio harveyi. Se ha demostrado un efecto positivo en la
inclusion de vitamina "C" extra en la dieta de los camarones para la resistencia al estrés
salino para P. monodon y vannamei alimentando con 200 y 1500 mg de AA k™' de dieta,
repectivamente. (Kontara et al., 1997; Lavens ef al., 1998).

Merchie et al. (1998) encontraron diferencias significativas al alimentar larvas
de P. monodon con 1700 mg k™ de vitamina "C" y exponerlas a estrés salino. Sin

embargo, al alimentar larvas de camardn blanco L. vannamei, con altas concentraciones
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de vitamina "C".(tabla II) y exponerlos a concentraciones de 2.89 mg 1" de amonio no
ionizado, no se encontraron diferencias significativas (tabla X) al evaluar el tiempo letal
medio (LTsp) a pesar que se obtuvo el 50 % de mortalidad en los organismos
alimentados con la dieta control (exenta de vitamina "C") mas pronto que con las otras
dietas (9 h), mientras que los que se alimentaron con altas concentraciones de vitamina
"C" alcanzaron el 50 % de mortalidad a las 15 h (tabla XV). Esto puede ser debido a
que no se incrementd significativamente la incorporacién de la vitamina "C" en el
cuerpo de los organismos o posiblemente a la pérdida de este compuesto en el proceso
de la elaboracidn de la dieta.

IV.3.2 ASTAXANTINA

El alimento comercial puede ser un nutriente que estimule el buen crecimiento y
alta frecuencia de muda al ser aplicarse en los sistemas de cultivo (Tacon, 1999) siendo
necesario afiadir astaxantina en la formulacion de los mismos, ya que los crustaceos son
incapaces de sintetizar estos pigmentos, por lo que dependen exclusivamente de los
obtenidos durante la ingestion que se originan del almacenamiento selecto o
indiscriminado de los carotenoides dietéticos o de sus modificaciones metabdlicas (Dall
et al. 1995). En la elaboracion de la dieta basal, para este experimento se utilizé harina
de cabeza de camardn, incluyendo cantidades importantes de carotenoides, sin embargo,
debido a su procesamiento y a su disponibilidad en forma libre, son bajos o ausentes,
careciendo en su mayor parte de estos antioxidantes. (Simpson et al. 1981) .

Dall et al., (1995) sugieren que la conversion de B-carotenos a astaxantina ocurre
rapidamente después de la ingestion. Yepiz (1999) encontré que los alimentos de 50 mg

de p-carotenos y 100 mg, contenian 500 y 1000 ppm de p-carotenos, respectivamente,
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no reportando pérdidas de este compuesto, pero menciona que en condiciones de
procesado industrial si ocurren pérdidas por los volimenes que se manejan.

Varios trabajos como los citados por Chen y Jeng (1992), Cortés (1993),
Menasveta et al., (1993), Negre Sedargue et al., (1993), favorecen la inclusién de
astaxantina directamente en las dietas, bajo el supuesto de mayor eficiencia de
asimilacion, asi mismo Menasveta et al., (1994) asegura que los camarones pueden
convertir los carotenoides a astaxantina, pero la suplementacion directa asegura una
absorcion efectiva de la dieta y depdsito en los tejidos, bajo este supuesto, la inclusion
de la astaxantina en nuestras dietas experimentales se realiz6 directamente.

Chen Y. y Jeng S.C. (1992). Indica que carotenoides en las dietas no influye en
el crecimiento de P. japonicus, asi como Mc Kay (1987) para H. americanus no
encontrd efecto significativo al alimentarlas con dietas suplementadas con astaxantina.

Arango (1993) reportdé un incremento en crecimiento de P. vannamei
alimentados con 50 mg k™!, asi mismo, Arango (1993), Arango et al (1994), Arango et al
(1995) y Pedraza et al (1996) ratificaron los beneficios productivos de la astaxantina en
P. vannamei.

Arango et al (1994) en condiciones semintensivas con densidad de 24.4
camarones/m” alimentando con 50 mg de astaxantina no encontraron diferencias
significativas para los indices productivos (peso final, crecimiento semanal, conversion
alimenticia y sobrevivencia).

Menasveta (1994) encontré que el crecimiento de camarén tigre P. monodon

alimentados con 50 y 75 mg k™' de astaxantina fue significativamente diferente a los



44

alimentados con la dieta control (sin astaxantina). Del mismo modo, encontré que a altas
concentraciones de astaxantina se observa un mayor porcentaje de muda.

Thongrod et al. (1995), observaron que el crecimiento y la sobrevivencia de
postlarvas de P. monodon incrementaron de acuerdo al aumento de astaxantina a niveles
de suplementacién de 60 y 300 mg k™', respectivamente.

En el presente experimento al alimentar juveniles de camarén blanco L.
vannamei con concentraciones de astaxantina de 250 y 1000 mg k™ (tabla II) no se
obtuvieron diferencias significativas en crecimiento (tabla VII)

Yamada et al (1990) encontraron una mejor sobrevivencia cuando se
alimentaron camarones P. monodon con 50 mg k' de astaxantina (90%) comparadas
con la dieta control (57%). Chien y Jeng (1992) reportaron un incremento en la
sobrevivencia superior al 30 % y un mejor crecimiento de P. japonicus suplementados
con 50 mg k™' de astaxantina.

Kurmaly e al (1993, 1994, 1995) evaluaron y confirmaron los beneficios de la
astaxantina en produccion de camarones en Asia. La inclusion de astaxantina 50 mg k
en alimento para camarones de P. monodon, mejoré significativamente la sobrevivencia,
de un 9% a un 25 %.

Thongrod et al (1995) reportaron diferencias significativas en sobrevivencia de
postlarvas de P. monodon al alimentarlas con concentraciones de 0, 5, 15,60 y 300 mg
k' de astaxantina. Petit H. et al. (1997) encontraron que alimentando a juveniles de
P.japonicus con 60 mg k™ de astaxantina no mostraron diferencias significativas en el

porcentaje de crecimiento.
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Merchie et al (1998) reporté una mayor sobrevivencia y resistencia al estrés
salino de postlarvas de P. monodon alimentadas con suplemento de estos dos
compuestos, sin embargo, los resultados de este experimento, al alimentar juveniles de
camaroén blanco (L. vannamei) con altas concentraciones de astaxantina (250 y 1000 mg
k') no se encontraron diferencias significativas respecto a la sobrevivencia (tabla VIII).
Ya que la modificacién y absorcién de la astaxantina estd muy relacionada con la
duracion del experimento y depende del grado de evolucién del organismo teniendo una
relacion directa con el efecto en su crecimiento y sobrevivencia (Negre-Sardagues et
al 1993).

Se han realizado estudios para demostrar que la combinacién de la vitamina "C"
y astaxantina en la respuesta inmune es favorable, Kontara et al., (1997). Merchie et al.,
(1998) reportaron resistencia al estrés para camaron blanco incrementando la astaxantina
en la dieta y en el cuerpo del camarén suplementos de 1700 mg k™.

Merchie et al., (1998) reportaron ganancia en peso de P. monodon mayores para
los organismos alimentados con dietas suplementadas con 230 mg k'y 810 mg k!
astaxantina en combinacion con 3400 mg k™' de acido ascorbico y no encontaron
diferencias significativas entre las combinaciones de 810 mg K™' de astaxantina con 230,
1700 y 3400 mg k' de 4cido ascorbico, pero si diferencia significativa con la
combinacién de 230 mg k™' de astaxantina con 100 mg k™ de acido ascérbico. Asi
mismo encontraron diferencias significativas para el porcentaje de sobrevivencia en la
combinacién de 810 mg k' de astaxantina con 1700 mg k™' de 4cido ascérbico, diferente

a230 mg k' de astaxantina con 100 mg k™' de 4cido ascérbico.
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Existen pocos estudios referentes a la accién de los carotenoides sobre el ciclo de
muda en crustaceos. Petit et al (1997) encontrd que postlarvas de P. japonicus
alimentadas con dietas suplementadas con astaxantina redujeron su ciclo de muda.
Gilgan M. W. (1980) encontré evidencias de que elevadas concentraciones de
astaxantina presentan interacciones metabolicas que permiten elevar las concentraciones
de ecdysteroides y como consecuencias se reducen el ciclo de la muda, en el presente
estudio no se observé diferencias en el registro de nimero de mudas, entre los
organismos que se alimentaron con astaxantina y exenta de ella (tabla XII).

IV.3.3 PRUEBA DE TOXICIDAD (LTsp)

En revisiones realizadas sobre la estandarizacion de dietas en estudios
toxicolégicos con peces y crusticeos, Bengtson et al (1985), anotaron que las
diferencias de nutricion pueden resultar en diferencias de hasta 5 veces en el tiempo letal
medio de algunos tdxicos.

La pérdida de equilibrio es una respuesta dependiente del sistema nervioso
(Prosser, 1991) y el amonio es un compuesto neurotoxico que causa fallas
neurotransmisoras (Meijer et al., 1990), estos compuestos pueden interferir con la
funcion nerviosa normal, puede ser posible que el efecto neurotéxico, pueda causar
desorden relacionado con el nado erratico y pérdida del equilibrio. Efecto observado en
el transcurso del experimento.

Kurmaly y Guo (1995) evaluaron el efecto de diferentes tipos de estrés (altas
concentraciones de amonio, bajo oxigeno disuelto y bajas temperaturas) en la
movilizacion de astaxantina en el cuerpo de camarones P. monodon. Los autores

reportaron una disminucidn significativa, en el depdsito de astaxantina en el cuerpo,
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hepatopancreas y ojo de camarones, después de someterlos a estrés por bajas
temperaturas y bajas concentraciones de oxigeno disuelto, no encontraron diferencias
significativas en el estrés por altas concentraciones de amonio.

Wickins (1976) reporté como tiempo letal medio (LTsp) promedio a una
concentracion de 1.29 mg 1" de amonio no ionizado (NH3-N) de 48 h. asi como también
encontré que para varias especies de peneidos (P. Aztecus, japonicus, occidentalis,
orientalis y setiferus ) expuestos a una concentracién de 1.44 mg 17 es de 48 h.

Los juveniles de 0.21 gr (peso himedo) de camarén blanco L. vannamei
expuestos a 0.93 mg I , en el presente experimento no mostraron un 50 % de
mortalidad. Al exponerlos a una concentracion de 2.89 mg | 'de (NH3-N) mostraron
un LTsp de 9 h para los organismos alimentados con la dieta control (exentos de
astaxantina y vitamina "C") seguidos por los organismos alimentados con la
combinaciéon de 1000 gr de vitamina "C" y 250 gr de astaxantina, en general los
organismos que se alimentaron con bajas dosis de astaxantina presentaron menor
resistencia al estrés, mientras que los organismos alimentados con dosis de altas de
vitamina "C" y astaxantina presentaron un LTsp de 15 h. Mientras que Colt y Armstrong
(1981) reportaron un LTsy de 96 h para una concentracion que oscila entre 0.40 a 2.31
mg 1 'de (NHy-N) para L. vannamei. Por otro lado, Frias E. (1999) reporta que
orgnismos de 0.99 gr de la misma especie mostro un LTsy de 120 h a una concentracion
de 3.6 mg 1 de (NH;-N), esto tal vez se deba a que los organismos mas grandes son
menos sensibles a toxicos (Buikema et al., 1982, Allan et al., 1990, Chen et al., 1990).

Frias E. (2000) reporté que al exponer a postlarvas de camardn blanco L.

vannamei de 9.25 mg a una concentracion de 0.30 mg 1"de (NH;-N), no se registrd una
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mortalidad del 50 % al exponerlas durante 96 h, presentando los mismos resultados de
este experimetno ya que al exponer los organismos de 210 mg a una concentracién de
0.93 mg 1"'de (NH3-N) durante 96 h., no se registré mortalidad del 50 %.

Es importante para los acuicultores estimar los tiempos letales medios en los que
los organismos, presenten mortalidades que rebasen el 50 %, ya que su produccién esta

intimamente relacionado con los productos amoniacales (Fria E., 1999)
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V. CONCLUSIONES

¢ La incoporacion de acido ascérbico y astaxantina, influyeron positivamente en el

crecimiento (longitud y peso) del camaron blanco L. vannamei.

¢ La sobrevivencia del camardn blanco L. vannamei resulté menor en la dieta que no

se incluyd 4cido ascdrbico y astaxantina.

¢ El 4cido ascorbico y astaxantina no interfieren en la frecuencia de muda de L.

vannamel.

¢ La resistencia del camardn blanco L. vannamei expuestos al amonio resultd mejor

para los organismos que se alimentaron con altas dosis de dcido ascorbico.

¢ Se detecté que el incluir astaxantina en las dietas influye positivamente en la

resistencia del camarén blanco L. vannamei expuestos a amonio.

¢ Se observé un LTso menor para los organismos que se alimentaron con la dieta

control (sin vitamina "C" y astaxantina).
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