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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de dos temperaturas de cultivo
sobre la actividad de proteasa total en el camardn blanco. Para el estudio se emplearon
500 camarones adultos con peso promedio de 20.5 + 0.15 g, expuestos por 18 dias a dos
tratamientos experimentales (27 °Cy 31 °C), considerando 50 camarones/repeticiony 5
repeticiones/tratamiento. Después de 18 dias de cultivo se extrajeron los
hepatopancreas para calcular el indice hepatosomatico (iHS) y determinar tanto la
actividad de proteasa total especifica (APTE) como la actividad simulada de proteasa
total especifica (ASPTE). Se encontré diferencias estadisticamente significativas (p <
0.01) en el iHS, APTE (U/mg de proteina a una temperatura de reaccién de 35°C) y ASPTE
(U/mg de proteina a temperaturas de reacciéon 27 y 31°C). Los camarones cultivados a
27°C mostraron un mayor iHS y APTE a comparacién de los cultivados a 31°C. Sin
embargo, ASPTE fue significativamente mayor (p < 0.01) a una temperatura de reaccién
de 31°C en comparaciéon con aquellos cultivados a 27°C, indicando una eficiente
actividad proteasa a dicha temperatura. Nuestros resultados sugieren que los
camarones cultivados a 27°C incrementan ligeramente el tamafio del hepatopancreas e
incrementan significativamente la produccién de proteasas a modo de un posible
mecanismo de compensacion fisioldgica digestiva ante la disminucion de la temperatura
Optima de cultivo.

Palabras clave: camardn blanco, enzimas, proteasa, temperatura

Abreviaciones: iHS, APTE y ASPTE.
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1. Introduccion

De acuerdo con FAO (2019b) en el afio 2017 la producciéon del camarén blanco
(Penaeus vannamei) representd el 5.6 % en volumen y 11.3 % en valor (ddlares) de la
produccidén acuicola global lo que corresponde a un 7.3 % (volumen) y 8.1 % (valor) mas
respecto al 2016. Ademas, la produccién de camardn blanco representd el 49 % de la
producciéon mundial de camardn en el afio 2018 (3.86 millones de toneladas) (FAO,
2019a). Esto muestra la importancia productiva y econémica del camardn blanco en la

acuicultura general y camaronicultura.

De acuerdo con Hill y Wyse (2006) en animales poiquilotermos, las variaciones en la
temperatura de cultivo implican cambios de la velocidad de las reacciones bioquimicas,
generando una ralentizacién o aceleracion del metabolismo. En efecto, la temperatura
del agua es uno de los pardmetros fisicoquimicos de mayor importancia para el

desarrollo y el crecimiento en peneidos (Staples y Heales, 1991; O'Brien, 1994).

Existe una asociacidn entre el peso de camardn blanco y las temperaturas de cultivo
sobre las tasas de crecimiento. Diaz et al. (2001) y Ponce et al. (1997), al cultivar juveniles
de camarones blancos con pesos de 0.02 gy 3.20 g, respectivamente, encontraron un
mayor crecimiento a temperaturas de 27°C y 35°C comparados con aquellos cultivados
a 20 y 25°C. Walker et al. (2011) al cultivar camarones blancos de 12.5 g a diferentes
temperaturas, encontraron que los camarones cultivados a 28 y 32°C presentaron

mayor crecimiento en comparacidn con aquellos criados a 20 y 24°C.

Wyban et al. (1995) evaluaron el efecto de tres temperaturas (23, 27 y 30 °C) de
cultivo sobre el crecimiento y la conversién alimenticia de camarones blancos con pesos

de 3.9, 10.8 y 16.0 g. Los autores mencionaron que el crecimiento y la conversién
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alimenticia aumentaron en relacién con las temperaturas de cultivo. En los tres tamarios
de camardn la temperatura de 23°C resulta no ser éptima para el crecimiento de los
camarones y que valores entre 27 a 30°C permiten las mejores tasas de crecimiento para

camarones de 10.8 g (27°C), 3.9 gy 16 g (30°C).

El 6rgano encargado realizar la digestion y asimilacién de nutrientes en los camarones
es el hepatopancreas (Tsai et al., 1991; Cuartas et al., 2002; Cuartas, 2003). Este érgano
secreta proteasas que hidrolizan las proteinas del alimento en péptidos. Una de estas
proteasas es la tripsina que también se encarga de activar otras proteasas como la

quimotripsina (Cohen et al. 1981).

La actividad enzimatica de todas estas proteasas se denomina actividad de proteasa
total especifica (APTE). Esta actividad se calcula midiendo la aparicion de productos

como aminodcidos y pigmentos por espectrofotometria (Casillas-Herndndez, 2006).

Dado que una alta secrecidon de proteasas puede asegurar una buena asimilacién
nutricional y por tanto un alto indice de conversidn (Casillas-Hernandez, 2006), se evalué
el efecto de dos temperaturas de cultivo (27°C y 31°C) sobre la actividad de proteasa
total especifica (APTE, hidrélisis de azocaseina por extracto enzimatico a 35°C, forma
indirecta para comparar cantidad de proteasa) (Casillas-Hernandez, 2006) y la actividad
de la proteasa total especifica simulada (ASPTE, hidrdlisis de azocaseina por extracto
enzimatico a 27/31°C, metodologia modificada de Casillas-Hernandez, 2006), para
determinar la actividad de las proteasas en el extracto enzimatico simulando las
condiciones de cultivo. Adicionalmente se midié el peso del hepatopancreas con

respecto al peso total del camardn para determinar el indice hepatosomatico (iHS).

2. Materiales y métodos
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2.1. Sistema acuicola

El experimento fue desarrollado en el Centro Experimental Acuicola de VITAPRO
sede CIENTIFICA, ubicado en el distrito de Villa el Salvador (Lima, Peru; coordenadas
geograficas decimales: -12.223772, -76.977291). Se sembraron 500 camarones
(Penaeus vannamei) proporcionados por el CEA-CIENTIFICA con un peso promedio de
20.5 £ 0.15 g en 10 tanques circulares con un volumen de 1800 L de agua marina. Los
tanques se mantuvieron conectados a sistemas de recirculacién acuicola equipados con
filtros mecanicos, biofiltro, esterilizador de lampara UV, calentadores y sistema de

aireacion. Cada tanque contaba con comederos de malla de nylon.

2.2. Alimentacion

Se utilizé un alimento comercial peletizado de 2.0 mm cuya composicién proximal
se detalla en la tabla 1, la cual es formulada para camarones camarones adultos con
pesos aproximados de 20 g (Siccardi et al., 2006). El alimento fue entregado dos veces

al dia (a las 09:00 y 15:00 horas). La tasa de alimentacion fue del 4 % de la biomasa.
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Tabla 1. Composicion nutricional del alimento comercial balanceado Katal® (Nicovita)
2.0mm empleado en el estudio

Nutrientes Porcentaje (%)
Humedad 9.94
Grasa 8.99
Ceniza 8.79
Proteina 35.89
Carbohidratos 34.73
Fibra 1.66

* Andlisis realizados en el Laboratorio central de VITAPRO S.A. en la planta de alimento balanceado de Trujillo.

**Férmula cualitativa (ingredientes): Harina de pescado y otros de origen marino, aceite de pescado, harina de semillas
oleaginosas, cereales y subproductos, lecitina de soya, fosfato de sodio/potasio, carbonato de calcio, cloruro de sodio,
preservante, premezcla de minerales y vitaminas, aminoacidos sintéticos (metionina y lisina).

2.3 Diseio experimental y manejo

Para el estudio se acondicionaron 500 camarones adultos con peso promedio de
20.5 + 0.15 g durante 3 dias desde una temperatura de 29°C, la cual fue modificada
incrementando o reduciendo hasta 31°C o 27°C (temperatura de los tratamientos
experimentales) respectivamente a una tasa de 0.1°C cada 4 horas. Luego, se
mantuvieron durante 18 dias, en dos tratamientos experimentales (27°C y 31°C), 250
individuos para cada tratamiento (5 repeticiones por tratamiento y 50 individuos por

repeticidn). El cultivo experimental considerd una densidad de 25 camarones/m?2.

Durante todo el experimento los parametros de calidad de agua se mantuvieron
dentro de los rangos recomendados de oxigeno (> 4.0 mg/L), pH (8.0 £0.1), alcalinidad
(> 120 mg/L), NH3 (< 0.2 mg/L) (Lin y Chen 2001) y NO3 (< 3.17 mg/L) (Lin y Chen 2003).
Diariamente y dos veces al dia se monitored la temperatura de los tanques (Tanques

27°C: 27+0.3°Cy tanque 31°C: 31°C+0.3°C).

2.4 Obtencion de muestras
Al término del dia 17 de cultivo se sifonearon los tanques de cultivo extrayendo

heces, restos de comida y muda, para someter a los camarones a un ayuno de 24 horas.
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Al dia 18 de cultivo, se muestrearon individuos a un ritmo de 24 camarones en
intermuda (segun caracteristica de urépodos) (De Oliveira, et al., 2016) cada 3 horas por
un periodo de 24 horas. Se pesaron a los camarones usando una balanza electrénica con
precision de 0.01 g (Ohaus SPX 621). Posteriormente, los camarones fueron sacrificados
con bafio de agua a 5 °C (Gamboa-Delgado et al., 2003), disectados para obtener sus

hepatopancreas y almacenados a -20 °C.

2.5 Procesamiento de muestras y cuantificacion de la actividad proteasa
Los hepatopdncreas fueron pesados en una balanza analitica con precisién de 0.01
g (Kern® ABS 220-4N) y se calculé el indice hepatosomatico (iHS) mediante la siguiente

férmula:

Peso de hepatopancreas
iHS = patopdncreas(g) o,
peso de camaroén (g)

Luego del pesaje, los hepatopancreas fueron colocados en tubos centrifuga de 15 ml
y homogenizados en solucién Tris-HCI 50 mM con pH 8.0 (1:2 p/v) usando una varilla de
vidrio (Casillas-Hernandez, 2006). Este homogenizado fue centrifugado a 3305 de FCR
(Fuerza centrifuga relativa) durante 40 minutos a 5 °C. El sobrenadante, considerado

como extracto enzimatico, fue recuperado y almacenado a -20 °C

La actividad de proteasa total especifica (APTE) se determind usando la
metodologia de Casillas-Hernandez (2006). Para esto, se incubd 20 ul de extracto
enzimatico con 230 pl de buffer Tris-HCI 50 mM (pH 8) y 500 ul de sustrato cromogénico
azocaseina 0.5% durante 30 minutos a una temperatura de reaccién de 35 °C. Luego de
la incubacion se agregd 500ul de acido tricloroacético (ATC) 20% (p/v) y se incubd por

15 minutos a temperatura ambiente con el fin de detener la reaccién. Finalmente, se
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centrifugd a 6866 FCR durante 10 minutos a temperatura ambiente y se recuperd el

sobrenadante en tubos microcentrifuga de 1.5 ml.

Se midid por triplicado la absorbancia de los sobrenadantes a una longitud de onda
de 440 nm utilizando un espectrofotémetro calibrado Spectronic® Genesys 20 (Thermo
Scientific Inc, Rochester, NY, USA). La actividad de proteasa total (APTE) se expresé como
U/mg proteina, donde la unidad de actividad de proteasa (U) fue definida como la
cantidad de enzima necesaria para incrementar la absorbancia en 0.01 unidades a
440nm por minuto. La concentraciéon de proteina de los extractos enzimdticos se

cuantificé usando el método de proteinas totales de Biuret (Gornall, 1949).

Para determinar la actividad simulada de proteasas total especifica (ASPTE) de los
sobrenadantes se cambid la temperatura de reaccidn del extracto enzimdatico con la
azocaseina de 35 °C a 27 °C y 31 °C (dependiendo del tratamiento de origen de los

extractos enzimaticos).

2.6 Andlisis estadistico

Se utilizé el Software R (v. 3.1.0). Se evalud la normalidad de los datos utilizando
Shapiro-Wilk y homogeneidad de varianzas los cuales presentaron una distribucion
normal y homogénea. Se utilizé la prueba de T-Student para comparar las medias de los

tratamientos considerando un nivel de significancia de 5 %.

3. Resultados
Luego de los 18 dias de tratamiento no se observaron diferencias significativas
entre los pesos finales de los camarones cultivados a 31y 27 °C. No obstante, si las hubo

en el peso de hepatopancreas e iHS. El peso de hepatopancreas e iHS en camarones
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cultivados a 27 °C fueron un 4.8 % y 5.8 % mayores que en los camarones cultivados a

31°C (Tabla 2).

Tabla 2. Pruebas t-student para la comparacién de medias de las tres variables
relacionadas al peso obtenidos en las dos temperaturas experimentales

Variable Tratamiento Media N DE EEM  p-valor
R S R B e
Peso del hepatopéancreas (g) ;ZE 82173 ;ig 883 0.010 0.0022%*
indice hepatosomatico (iHS) ;ZE ;32? gig 812 0.020 <0.001*

Leyenda: N: numero de individuos por tratamiento, DE: Desviacién estandar, EEM: Error estandar de la
media, (*) indica diferencia significativa (p < 0.05) segun la Prueba de t-Student

La temperatura de cultivo tuvo un efecto significativo (p < 0.05): a 27°C se obtuvo un
mayor APTE respecto a 31°C. Por otro lado, la ASPTE fue significativamente mayor a 31°C

que a 27°C (p < 0.05) (Tabla 3, Figura 1).

Tabla 3. Pruebas t-student para la comparacién de medias de las dos variables respuesta
(actividades proteasa) en las dos temperaturas experimentales

Variable Tratamiento Media N DE EEM p-valor
27°C 35.97 250 1.42 %

APTE 31°C 2672 250 165 0320 <0001
27°C 21.76 250 1.24 "

ASPTE 31°C 23.95 250  1.43 0.112 <0.001

Leyenda: N: nimero de individuos por tratamiento, DE: Desviacidn estdndar, EEM: Error estandar de la
media, (*) indica diferencia significativa (p < 0.05) seguin la Prueba de t-Student
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Figura 1. Comparacién de APTE y ASPTE después de un periodo de
exposicion de 18 dias a ambas temperaturas experimentales (27°C y

31°C). Leyenda: (*) indica diferencia significativa (p < 0.05) segun la
Prueba de t-Student

4. Discusion

Se ha descrito que las variaciones de temperatura influyen la tasa metabdlica, el
crecimiento (Wyban et al., 1995; Spees et al., 2002), la ingesta y la digestién de
nutrientes de los camarones (Croll y Watts, 2004). Al ser poiquilotermos, la temperatura
corporal de los camarones varia segun las fluctuaciones de temperatura del agua y a su
vez puede afectar su desarrollo. Sin embargo, estudios previos sugieren que los
camarones pueden adaptarse a los cambios ambientales por autorregulacién en cierto
grado, y es posible que los camarones de mayor tamafio puedan adaptarse a los cambios

de temperatura sin afectar su crecimiento (Wyban, 1995; Zhu et al., 2019).

Wyban et al. (1995) encontraron diferencias significativas en el crecimiento de
los camarones a 23°C, 27°C y 30°C en P. vannamei de talla pequeia (3.8 g) y mediana

(10.8 g). No obstante, en camarones de talla grande (16.0 g) no encontraron diferencias
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significativas de crecimiento entre 27°C y 30°C después de 21 dias de exposicion. Los
autores sugirieron un mecanismo de adaptacion fisiolégica en camarones mayores de
talla grande (16 g) cultivados a 27°C y 30°C, lo cual concuerda con los pesos finales

obtenidos en este estudio.

El hepatopancreas del camarén se conoce como una fuente de diferentes
enzimas, especialmente proteasas (Sriket et al., 2012). Los resultados de este estudio
determind la existencia de un incremento en el peso del hepatopancreas y el indice
hepatosomatico en los camarones cultivados a 27°C. A temperaturas menores el
camaron blanco aumenta el tamafio de su hepatopdncreas probablemente como una
respuesta a una temperatura que le resulta estresante, con el fin de compensar sus

funciones digestivas.

Comoglio, et al. (2004) indicd una posible correlacion positiva entre el tamario
del hepatopdncreas y la producciéon de proteasas en camarones blancos. En este
estudio, al no encontrarse diferencias significativas en el peso final de los camarones se
puede atribuir la mayor de APTE a 27°C, no por una mayor eficiencia enzimatica, sino a
una mayor cantidad de proteasas secretadas producto por del ligero incremento de

tamafio del hepatopancreas.

Aragén-Axomulco et al. (2012) determinaron el efecto de las variaciones de
temperaturas causado por el cambio estacional y el ciclo de muda sobre la actividad de
tripsina (enzima que representa entre el 40 y 60% de la actividad de la proteasa total en
peneidos segun Galgani et al., 1984) en el camardn Farfantepenaeus duorarum, asi los

camarones en intermuda mantenidos en temperatura de agua de 26.8°C presentaron
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mayor actividad de tripsina (mU/mg de hepatopancreas, temperatura de reaccion: 30°C)

en comparacion con aquellos criados a temperaturas de 28.2°Cy 30.7°C.

Por otra parte, Ocampo y Ezquerra (2002) cuantificaron el efecto de la
temperatura de cultivo sobre la actividad de proteasa total especifica (U/mg de
proteina, temperatura de reaccidn: 25°C) del camardn Farfantepenaeus californiensis
obteniendo mayor actividad en camarones cultivados a 23°C comparado con aquellos
cultivados a 27°C. Ademas, una tercera temperatura de cultivo menor (19°C) obtuvo
menor APTE con respecto a las demas (23°Cy 27°C). Ocampo y Ezquerra (2002) atribuye
esta respuesta a una posible compensacion fisiolégica digestiva de los camarones el cual
estimula la produccién de proteasas a temperaturas bajas (23°C). No obstante, este
mecanismo puede fallar a una temperatura critica o limitante, en este caso fue de 19°C.
Estos resultados estan de acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion, el
cual muestra una mayor APTE, por una mayor cantidad de proteasa secretada a 27°C

comparado con 31°C.

Galgani (1985) obtuvo el extracto enzimatico del hepatopancreas de Penaeus
japonicus cultivado a 29°C y 17°C y cuantificé la actividad de tripsina a diferentes
temperaturas de reaccion. Con una temperatura de reaccién de 35°C los extractos
enzimaticos de camarones cultivados a 29°C mostraron una actividad de tripsina
(cantidad) significativamente menor comparado con camarones cultivados a 17°C
evidenciando una menor cantidad de tripsina a esta temperatura (29°C). Sin embargo,
en cuanto a la actividad de tripsina con una temperatura de reaccion igual a la de cultivo
(similar a metodologia ASPTE), Galgani (1985) obtuvo mayor actividad de tripsina en

extractos enzimaticos de camarones cultivados a 29°C comparado con 17°C. Estos
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resultados estan de acuerdo con los encontrados en el presente estudio el cual obtuvo
mayor actividad simulada de proteasa especifica (Temperatura de reaccién igual a la del
cultivo) a 31°C comparado con 27°C. Cabe mencionar que no solo la actividad de
proteasa esta inmiscuida la fisiologia digestiva del camarén blanco, sino también la
actividad de amilasas y otras similares (Van et al., 1999) las cuales no fueron
cuantificadas en este estudio y si han mostrado mecanismos de adaptacién con respecto

a la composicién de la dieta.

5. Conclusiones

Este estudio encontré que a una temperatura de cultivo de 27°C el camardn
presenta una mayor actividad proteasa atribuida a una mayor cantidad de proteasas
secretadas. Este hallazgo sugiere un posible mecanismo de adaptacion digestiva para
compensar la baja actividad enzimatica de las proteasas a 27°C. Por otro lado, el
camaron blanco secreta la suficiente cantidad de proteasas a 312C debido a una mayor

eficiencia enzimatica a esta temperatura.
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