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RESUMEN

La industria acuicola en el Ecuador es de gran importancia por las altas divisas
que genera durante todo el afio (150 millones de délares en Diciembre del 2014,
Camara Nacional de Acuacultura). Sin embargo, esta se ve afectada muchas veces
por la apariciéon de enfermedades originadas por patégenos oportunistas, que de
no ser descubiertos a tiempo pueden llegar a ocasionar pérdidas econémicas
importantes. Es una tendencia mundial, durante varias décadas, el combatir
dichas enfermedades con en el empleo de antibidticos. Pero a partir del primero
de enero del 2006, la Union Europea prohibié el uso de antibiéticos en la
produccién animal, debido a la posibilidad de transferir resistencia a especies

bacterianas patégenas para los animales y seres humanos.

En este contexto, la busqueda de alternativas a los antibiéticos ha tomado mayor
interés para encontrar sustancias que puedan inhibir el crecimiento de

patdgenos, tal es el caso de los acidos organicos. De esta manera, el objetivo de



esta investigacion fue la de analizar la actividad antibacteriana de diferentes
acidos organicos (Ac Férmico, Ac. Citrico, Ac. Lactico, Ac. Ascorbico y Ac.
Etilendiaminotetraacético-EDTA), como una alternativa de menor costo al uso
de antibidticos para contrarrestar enfermedades causadas por patégenos como
Vibrio vulnificus, V. harveyi, V. parahaemolyticus, Pseudomona aeruginosa en la

Industria Acuicola.

A fin de evaluar la capacidad antimicrobiana de los acidos organicos se realizé
pruebas de laboratorio usando el Método de Concentracién Minima Inhibitoria
(MIC). Las cepas bacterianas seleccionadas (1x10°cel/ml), previamente
domesticadas, fueron sometidas a la accion diferentes concentraciones de acidos
organicos para poder determinar un efecto inhibitorio en el crecimiento de las
mismas, a través de mediciones de absorbancia (650 nm de longitud de onda) y
siembra en agar nutritivo (TSA con 2% NaCl). Los datos obtenidos se emplearon
para calcular el porcentaje de inhibicién y posterior evaluacion estadistica a

través de un Andlisis de Varianza de un factor (p=0,02).

Los resultados de este estudio indican que bajo condiciones de laboratorio, los
acidos organicos empleados poseen actividad antibacteriana y que pueden ser
aprovechados como agentes inhibidores del crecimiento de bacterias patogenas
en cultivos acuicolas. Asi mismo, podemos mencionar que se encontré6 mas

eficiencia inhibitoria en el EDTA y el Acido Férmico. El EDTA frente a V. harveyi



exhibi6 una capacidad inhibitoria a 100 ppm. Sin embargo, para ver sus efectos

en el campo otros experimentos deben llevarse a cabo.

Palabras Claves: acidos organicos, patégenos, acuicultura, bacterias Gram

negativas, porcentaje de inhibicién, EDTA y acido Férmico.
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INTRODUCCION

Los acidos organicos, compuestos que estan presentes en la naturaleza tanto en
plantas como en animales, son compuestos oxigenados que se presentan en
diversas formas y concentraciones (1). En la actualidad, los acidos organicos son
ampliamente utilizados en diferentes industrias de interés para la humanidad,
entre las que se incluyen la industria alimenticia, agricola, acuicola y quimica (1).
En la industria alimenticia, estos compuestos pueden ser empleados como
aditivos en forma de agentes aglutinantes utiles para controlar la alcalinidad de
muchos productos, pudiendo actuar como tampdén quimico o como agentes
neutralizantes. Como conservantes, son aprovechados por sus caracteristicas

antimicrobianas. En su gran mayoria, la utilidad de los acidos organicos en



ambitos industriales se basa en distintos procesos de inhibicién del crecimiento
de bacterias patogenas de plantas, animales e inclusive del ser humano.
A manera de ejemplo citamos varios géneros como: Salmonella, Pseudomona,

Vibrios, Bacillus, entre otros (1, 2).

Dentro de la industria de produccién animal, se destaca el uso de compuestos
organicos como el 4&cido acético y el acido lactico, que son afiadidos a las
raciones alimenticias de animales para controlar la contaminacién por bacterias
como la Salmonella (3). Con respecto a la industria acuicola, la cual es el ambito
del presente proyecto, podemos citar el uso de acido etilendiaminotetracético
(EDTA). Este es un acido con efecto quelante, utilizado en el tratamiento de
suelos y aguas de los cultivos larvarios de camarén para minimizar la
biodisponibilidad de metales pesados en el cuerpo de agua, a través de su

precipitacién (4).

En el Ecuador, el cultivo de camarén representando por cerca del 95% de la
producciéon acuicola del pais. Esta actividad es una de las mayores fuentes de
ingreso econdmico para el pais; en el 2014 representé un ingreso anual de 150
millones de délares (5). Sin embargo, esta industria se ha visto afectada en los
ultimos afnos debido a la aparicion de enfermedades ocasionadas por virus o
bacterias. Entre las cuales podemos mencionar brotes virales como el Sindrome
de Taura (TSV), el virus de la mancha blanca (WSSV) y enfermedades

bacterianas como la vibriosis causada por V. harveyi, V. vulnificus, V.



parahaemolyticus y V. alginolyticus. Los tres primeros vibrios, fueron empleados
en el presente proyecto debido a las altas tasas de mortalidad que generan en los

cultivos, si se suprime el uso de antibiéticos (6, 7).

Los antibidticos son moléculas de sintesis quimicas empleadas para inhibir el
crecimiento y proliferacion de patégenos microbianos, contrarrestando de esta
forma las enfermedades. En la actualidad, estos compuestos estdn siendo
restringidos por la resistencia que pueden inducir a distintos grupos de
microorganismos, bien sea por mala administraciéon de la dosis efectiva, o por

nuevos mecanismos de respuesta que les permiten generar resistencia (8, 9).

Por lo antes mencionado, es evidente que las investigaciones de métodos
alternativos de control bacteriano son muy relevantes. Es por esto que el uso de
acidos organicos ha incrementado notoriamente en las ultimas décadas como
una alternativa de menor costo a las actualmente vigentes para inhibir el
desarrollo de microorganismos patogenos en la industria acuicola. Para el
Ecuador seria vital implementar los resultados de este tipo de estudios ya que su
uso en la industria acuicola disminuiria los costos en el control de enfermedades
y, debido a que son en su mayoria productos finales de la fermentacién de
hidratos de carbonos por microorganismos, de baja toxicidad y rapida absorcion,

constituyen una alternativa amigable para el medio ambiente (10, 11, 12).



Por lo tanto, en este proyecto de tesis se planted como objetivo general analizar
la actividad antibacteriana y dosis efectiva de diferentes acidos organicos que
inhiban el crecimiento de bacterias patégenas Gram negativas, tales como V.
harveyi, V. vulnificus, V. parahaemolyticus y P. aeruginosa, de gran interés en la

industria acuicola.



CAPITULO I

1. GENERALIDADES

1.1 Acidos Organicos

Los acidos organicos son una variedad de &acidos que se encuentran
usualmente en la naturaleza disponibles en los frutos de algunas plantas, en
animales o como productos derivados de microorganismos; ademas se pueden
obtener por distintos procesos quimicos (1, 2).Estructuralmente son
compuestos oxigenados que se derivan de los hidrocarburos los cuales al tener
alto peso molecular como es el caso del acido benzoico, poseen bajo potencial de

disociacion en agua.



Mientras que, los compuestos de bajo peso molecular como el acido férmico y
lactico son miscibles en agua (1, 2, 4, 9).

Los acidos organicos son compuestos que tienen propiedades acidas, entre los
mas comunes tenemos los acidos carboxilicos, cuya acidez se relaciona con su
grupo carboxilo -COOH, los acidos sulfonicos, que contienen el grupo -SO20H
son acidos relativamente fuertes (9). La estabilidad referente a la base conjugada
del acido establece su acidez. Otros grupos de acidos también pueden otorgar la
acidez y, por lo general, suelen ser mas débiles: -OH, -SH, el grupo enol y el grupo
fenol. En los medios biolégicos, compuestos organicos que contienen solo estos

grupos no se conocen usualmente como acidos organicos (1, 2, 9).

Diversos acidos organicos, aislados en primer orden de fuentes naturales
(plantas o animales), han sido sintetizados por procesos industriales; ejemplos
de éstos son el acido citrico, féormico, acético, malico, tartarico, salicilico, oxalico

y los &cidos grasos (2, 10).

1.2 Procesos de produccién de Acidos Organicos

Los acidos organicos y sus sales se producen de diversas maneras. Entre

las principales se pueden citar:

- Producidos a través de sintesis quimica.

- Producidos a partir de la extraccion de productos naturales.



- Producidos por fermentacidn en procesos industriales.

La mayoria de los acidos organicos que son obtenidos microbiol6gicamente,
proceden del ciclo de Krebs. En teoria son muchisimos los microorganismos
capaces de sintetizarlos, aunque s6lo unos pocos en cantidades adecuadas para
la aplicacién industrial. Asi también, s6lo unos pocos de estos acidos son mas
rentables producidos por via microbiolégica que por via quimica. Cabe
mencionar que debido a que estos procesos de produccién son extensos en este

capitulo se describiran sus principales caracteristicas (11, 13, 14).

1.2.1 Acidos organicos producidos por sintesis quimica

Existen diferentes métodos para la producciéon de acidos organicos por

sintesis quimica, los cuales son descritos a continuacién:

e Oxidacion de alquilbencenos: Los bencenos sustituidos con grupos
alquilo, partiendo de la oxidacién con permanganato de potasio o
dicromato de sodio, son compuestos capaces de producir acidos

carboxilicos (15).



Ilustracion 1. Oxidacion de alquilbencenos

CH3 COOH

KMnOa

H20 100+C

COOH

NaxCr207

H3O+

COOH

Fuente: Disponible en www.quimicaorganica.org

Oxidacion de alcoholes primarios: Otra forma de obtenciéon de acidos
organicos es producto de la oxidaciéon de alcoholes primarios. Para la
produccion de dicha reaccién quimica, diversos reactivos pueden
emplearse, por ejemplo el oxidante de Jones, permanganato de potasio y

dicromato de sodio (15).

Ilustracion 2. Oxidacion de alcoholes primarios

Q

- e oH ———————— i N OH

- KMnO, T
j 0 ]

- . H?S 1 -

o e

Fuente: Disponible en www.quimicaorganica.org




Oxidacion de alquenos: La oxidacion de alquenos con agentes oxidantes
(permanganato de potasio), en una solucién con medio acido, es una
metodologia empleada para producir acidos organicos, siempre y cuando
el alqueno posea en su estructura atbmica un atomo de hidrégeno sobre
el carbono en el suborbital sp2. En caso de que no se presente el atomo de
hidrégeno, el resultado final seria la produccién de cetonas y diéxido de

carbono (15).

Ilustracion 3. Oxidacion de alquenos

L o KMRO, J o HI
Py S e +*
Hy0 @ OH
OH
. - KM, co . l
R N 2 A -
H,C™ Ho 0F
g
. - .’ O
[" “l KMnO, [i ~— -ﬁ;
—_—
o Hy0" Is] QH
¥ o

Fuente: Disponible en www.quimicaorganica.org

Organometalicos con COz: Los reactivos de Grignard (organometalicos
de magnesio) reaccionan con diéxido de carbono para formar las sales de
los acidos carboxilicos. Una hidrdlisis acida posterior permite la

conversion de estas sales en el correspondiente acido (15).
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Ilustracion 4. Organometalicos con CO;

Mg CO; H.O"
CHACH B et CHACH NGB! g CHACHCO0 NGB - CH,CH,COOH
eler E -
(o] OMgBs O OH
Br MgBr_ NC z C
Mg 1 ~ . HO*
l | - | I O =00 l | e I l
oter —— - —

Fuente: Disponible en www.quimicaorganica.org

Hidrélisis de nitrilos: A través de reacciones de sustitucion nucleofilica
tipo II, los haloalcanos primarios y secundarios que reaccionan con
cianuro de sodio son capaces de producir nitrilos; compuestos que,
posterior a una hidroélisis producen acidos carbéxilicos. Este tipo de
reaccion permite seleccionar el dcido que se desea producir mediante el

uso de haloalcanos con un carbono menos que el acido a obtener (15).

Ilustracion 5. Hidrélisis de Nitrilos

NaCN H40"
-NaBr calor

Fuente: Disponible en www.quimicaorganica.org

Por otra parte, si la hidroélisis del nitrilo se lleva a cabo en medio basico, el
producto final a obtener sera un carboxilato, el cual se protona en una

etapa de acidulacion final (15).
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Ilustracion 6. Hidrolisis de Nitrilo en medio basico

COONa* COOH

Fa, e
ﬁCN_NE-'- @ NaOH H;;O H30+
—_— T _—
-NaBr calor

Fuente: Disponible en www.quimicaorganica.org

Entre los principales acidos organicos que se usan en la industria, para
producirlos quimicamente, se encuentran el acido férmico, acido acético, acido

propioénico, acido sérbico y acido fumarico (13, 15).

De manera general, para la producciéon quimica de acidos organicos, se necesita
de una reacciéon de materias primas seguido de la separaciéon del acido de otras
fracciones, para finalmente llegar como proceso final a la destilacion; lo que

permite producir el &cido a diversas concentraciones (15).

Para el proceso de produccién de sales de acidos organicos estas requieren ser
neutralizadas con un agente apropiado dentro del reactor, tal es el caso de sales
de amonio y sodio, resultando un liquido tamponado. En el caso de formas
sélidas en materia prima, los pasos a seguir son la evaporacion, cristalizaciéon y

secado (11, 13).
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1.2.2 Acidos organicos extraidos directamente de fuentes naturales

El proceso de extraccion de acidos organicos a partir de fuentes naturales
corresponde a procesos empiricos que han sido implementados desde la época
de los 80 aproximadamente. En estos procesos, el punto primordial consistia en
analizar y triturar organismos que por diversos factores, eran capaces de

producir reacciones alergénicas y/o curativas en el ser humano (11, 13, 14).

Actualmente, este proceso ha sido implementado, modificado y tecnificado a
mayor escala por diversos naturalistas. El proceso consiste en extraer acidos
organicos de fuentes naturales, empleando la destilaciéon para separar mediante
vaporizacién y condensacion los diversos compuestos liquidos y sé6lidos que se
encuentras disueltos en liquidos o gases licuados de una mezcla. Adicionalmente,
es importante mencionar que, para conseguir esta separacién de la manera mas
eficiente, la destilacién se efectia empleando los diferentes puntos de ebullicién

de cada sustancia (11, 14, 16).

1.2.3 Acidos organicos producidos por fermentacion

Tal como se mencioné con anterioridad, la fermentaciéon es ampliamente
utilizada para la obtencién de acidos organicos, la misma que consiste en un
proceso metabolico realizado por microorganismos tales como levaduras,

hongos o bacterias, en el cual los azlcares se convierten en acidos, gases y/o
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alcohol (13, 14, 16). Las condiciones de fermentacion se ajustan dependiendo del
acido organico que se desee obtener; para ello es necesario considerar algunos
factores, como la seleccion de ingredientes, microorganismos a emplear; asi
también, se debe tener control del pH y la temperatura. Después del proceso de
fermentacion, el caldo acuoso obtenido debe ser tratado para finalmente
conseguir el acido organico purificado. La eliminacién de los microorganismos y
la biomasa producida se realiza por calentamiento o aumentando el pH, seguido

por decantacion y filtracion (13, 14, 16).

Entre los materiales necesarios para la produccién de acidos organicos por

fermentacioén tenemos:

- Sustratos y/o materia prima
- Nutrientes para el crecimiento de microorganismos
- Agentes neutralizantes

- Microorganismos

Ejemplificaciéon de los pasos a seguir en un proceso de fermentacion para la

obtencion de 4cido lactico:

- Fermentacion
- Remocion de biomasa

- Acidificaciéon
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- Filtracién de yeso
- Desmineralizaciéon

- Concentracion, purificacion y filtracion

Basados en este método de obtencién de acidos organicos, el empleo de
microorganismos permite producir otros acidos organicos, por ejemplo usando
celulosa como sustrato y un cultivo mixto de bacterias celuloliticas y Clostridium
acetobutylicum. En este proceso la velocidad de produccion del solvente se ve
limitada por la lenta degradacién de la celulosa, se puede obtener acido

propidnico (13, 14, 16).

1.3 Breve descripcion de los acidos organicos empleados en el presente
proyecto
Como se ha mencionado anteriormente, los acidos organicos se clasifican
en acidos de alto y bajo peso molecular. En el presente proyecto se empled una
diversidad de &cidos organicos entre los que se encuentra uno de los acidos de
menor peso molecular, como el acido féormico, y uno de los acidos de alto peso
molecular, como el citrico.
A continuacién se describen brevemente los acidos empleados y sus principales

caracteristicas:
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1.3.1Acido Citrico.

Es un Aacido tricarboxilico cuya férmula molecular es CesHgO7, y su
nomenclatura sistematica es Acido 2-hidroxipropano-1, 2, 3-tricarboxilico. Es un
compuesto acidulante soluble en agua, éter y etanol, que a temperatura
ambiente (222C) se descompone en carbono y agua. Su descubrimiento se
atribuye al alquimista Jabir lbn Hayyan en el siglo VIII (17). Adicionalmente se
conoce que este acido cumple un rol como controlador de pH en alimentos y que
se caracteriza por su sabor agradable. En bioquimica aparece como un
metabolito intermediario en el ciclo de los acidos tricarboxilico, proceso
realizado por la mayoria de los seres vivos. Adicionalmente, el acido citrico es un
sélido incoloro, con forma de cristales granulares, anhidro, inodoro, traslicido
fluorescente al aire, el mismo que se puede descomponer a una temperatura

mayor a 175°C (17, 18).

1.3.2 Acido Lactico

El acido lactico o acido 2-hidroxipropandico, es un acido carboxilico
representado por la formula quimica H3C-CH (OH)-COOH. Se encuentra como un
liquido incoloro que, en ocasiones, puede presentarse con tonalidad ligeramente
café. Descubierto en 1780 por el quimico sueco Scheele, por su aislamiento a
partir de la leche agria. Es reconocido en 1847 por el cientifico Blonodeaurse
como un compuesto producido a partir del acido pirdvico por intervencion de la

enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en procesos de fermentacidn,
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caracteristica que posteriormente fue ratificada en 1881 (19, 20, 21). Ademas,
podemos mencionar que dicho acido posee diversos usos y aplicaciones, por
ejemplo en la industria alimenticia como regulador de acidez; inclusive en
diagnosticos clinicos médicos como medida diferencial de meningoencefalitis

bacteriana (10, 22).

1.3.3 Acido Férmico

El 4acido férmico o acido metandico, es el acido organico mas simple,
conformado por un solo atomo de carbono y representado por la férmula
quimica (CH202). Fue inicialmente aislado por el naturalista John Ray en 1671,
como producto de la destilacién de un conglomerado molido de hormigas rojas,
Formica rufa, de donde se deriva su nombre (23). El acido férmico es empleado
como aditivo preservante en materias primas capaz de ser digerido por los
animales, el mismo que, debido a su fuerte propiedad bactericida ha sido
utilizado también a nivel industrial en mezclas de pienso animal para inhibir

bacterias patégenas (24, 25).

1.3.4 Acido Ascérbico

El 4cido ascorbico también conocido como vitamina C, 4cido cevilamico o
antiescorbuto, esta representado por la féormula quimica C¢HsOs, y su
nomenclatura sistematica es Acido 5-((s)-1,2-dihidroxietil)-3,4-dihidroxifuran-

2(5H)-ona. Es un acido con propiedades reductoras debido a su estructura
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enediol y la capacidad de desplazar el acido L-ascorbico a su forma oxidativa L-
dehidro-ascorbico, permitiendo que la molécula pueda eliminar radicales
oxidativos y acuosos (26). Su descubrimiento se debe a dos médicos noruegos
que dejaron establecido la presencia de una sustancia o quimico en frutos como
el limén, con ciertas propiedades que prevenia el escorbuto y lo llamaron

vitamina C (27).

Por otra parte, quimicamente, el acido ascorbico se puede sintetizar a partir de
la glucosa, la cual se degrada con mucha facilidad mediante procesos oxidativos
por la transferencia de electrones debido a su pH, concentracién de oxigeno,

enzimas y/o catalizadores metalicos (26, 28, 29).

1.3.5 Acido Oxalico

El 4cido oxalico o acido etanodidico, cuya formula quimica es C2H204, es
uno de los acidos dicarboxilicos mas simples (30). El acido oxalico fue
descubierto por primera vez en plantas del género Oxalis, por el cientifico
Wiegleb y posteriormente aislado en alimentos como la espinaca, chocolate y
frijoles. Sus caracteristicas basicas son la insolubilidad en benceno y su elevada

solubilidad en agua, alcohol etilico, éter y glicerol (31).
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1.3.6 EDTA

El 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA), representado por la formula quimica
C10H16N20s, y cuyo nombre sistematico es Acido 2-({2-
[bis(carboximetil)amino]etil}(carboximetil)amino)acético, es un acido organico
tetra carboxilico, sélido, incoloro y anhidro, derivado del etano (32). El EDTA es
empleado con mayor frecuencia como reactivo analitico debido a su propiedad
quimica de combinarse a iones metdlicos en una soluciéon (33, 34). Su
descubrimiento no esta esclarecido debido a que es un derivado comdnmente
obtenido como producto de diversas combinaciones de sustancias quimicas para
potencializar su concentracion y efecto (34). La “Food and Drug Administration”
(FDA por sus siglas en inglés) ha aprobado su uso como conservante quimico
que se puede emplear en la industria alimenticia debido a su accién quelante;
mientras que la “Organizacion Mundial de la Salud” (OMS) ha evaluado y

establecido que la ingesta diaria aceptable es de 2,5 mg/kg por persona (32, 34).

1.4  Uso de Acidos Organicos en las diferentes Industrias

A partir de la década de los 40, los acidos organicos e inorganicos han
sido utilizados en la dieta de diversos animales de produccion y cultivo, debido a
su potencial de reducir el pH dentro del estbmago e incrementar la digestibilidad
de los nutrientes (9, 35). Podemos encontrar algunos acidos organicos presentes
en los alimentos o por acumulacién por los procesos de fermentacion. Pero

también estos se pueden anadir de forma intencionada en la formulacién
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alimenticia (36, 37). De esta manera cabe recalcar la importancia que ha traido a
la industria animal, el uso de acidos organicos, principalmente los de cadena
corta como el acido férmico, el acido lactico y el acido propidnico; siendo este
ultimo empleado durante diversos afios como inhibidor de hongos en piensos

para la industria ganadera (38, 39).

En la actualidad, el uso de acidos organicos ha ido incrementando en diferentes
industrias de interés para la humanidad, su importancia ha sido evaluada en
industrias como la alimenticia, agricola, acuicola y quimica. En las cuales
principalmente se ha observado una disminuciéon del uso y aplicaciéon de
compuestos quimicos como antibioticos que, debido a su mala administracion,
han generado resistencia microbiana a los mismos y, a su vez, posible problemas
ambientales de contaminacién (40, 41, 42, 43). En su gran mayoria, la utilidad de
los acidos organicos en ambitos industriales se basa en distintos procesos de
inhibicion del crecimiento de bacterias como la Salmonella, Pseudomonas,

Vibrios, Bacillus, entre otras (42, 43).

Algunas industrias que se benefician del uso de los acidos organicos empleados

en el presente proyecto se muestran en la Tabla 1



Tabla 1. Uso de los acidos organicos en las diferentes Industrias.
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Acido Industria Usos Referencia
Organico
Alimenticia Acidulante y conservante
Farmacéutica Produccién de drogas ricas en hierro y calcio. (13,19,20,21)
Acido Léctico Quimica Solubilizador y agente controlador de pH.
Médica Polimero biodegradable, precursor del &cido
polilactico (polimero biodegradable de interés en
uso médico)
Alimentos y Bebidas Retarda oxidacién de las grasas, ajusta pH, mejora
sabor, inactivar enzimas.
Farmacéutica Anticoagulante, disolucién de ingredientes

activos, mejora sabor.

i Cuidado Personal Ajuste pH, quelacién de iones metalicos. (17,18)
Acido Citrico
Detergentes y Buffer, secuestra trazas de iones metalicos.
Limpiadores
Transporte Usado en asientos, pisos, ventanas,
Consumo Humano Quelacion de iones metdlicos, desinfeccion de
agua, frutas, verduras,
Industria Avicola Eliminar bacterias del ambiente y de huevos de
cascardn.
Textil Secante para teflido y como agente reductor
Agroquimica Manufactura de fumigantes e insecticidas (23, 24, 25)
Acido Saborizantes y Formacién de esteres caracteristicos
Férmico Perfumes,
Avicola Tratamiento contra Salmonera en balanceados
Agricola Promotores de germinacién de semillas,
crecimiento de raices, evitar el daflo por ozono y
polucién.
i Piscicultura Fuente de vitamina c en dieta. (25,26, 27,28, 29)
Acido
Ascorbico Veterinaria Contrarresta enfermedades virales en caninos y
felinos.
Alimenticia Inhibe procesos oxidativos, estabilizador de color
y sabor en carnes.
Textil Blanqueo y recuperacién de tejidos manchados
por hierro, catalizador para planchado
permanente.
Cuero Blanqueo y proteccién contra la putrefaccion de (30,31)
i cueros curtidos.
Acido Construccion Pulir pisos de marmol y descurtidos de bafos,
Oxalico sanitarios y lavamanos.
Lavanderias Remocion de hierro y otros metales que manchan
ropa
Metal-mecanica Remover o6xidos y depbsito de peliculas que
proveen proteccion y lubricacién.
Medicina Quelador de metales pesados toxicos
Salud e Higiene Componente quelador de shampoo, agentes (32,33, 34)
liquidos, cremas, lociones y productos de higiene.
EDTA Farmacéutica Antioxidante
Ambiental Quelador de metales pesados (Calcio y Cadmio)

principalmente en aguas residuales




21

1.4.1 Uso de Acidos Organicos en la Industria Acuicola

El incremento en la investigacion con acidos organicos durante los
ultimos 10 afios ha tomado considerable importancia debido a la poca
efectividad de distintos antibioticos para contrarrestar enfermedades como
consecuencia de mecanismos de respuesta bacteriana, producto de la aplicacién
incontrolada de antibidticos o a la mala aplicacion de la dosis efectiva (12, 21,

44).

En la actualidad se esta buscando alternativas para reemplazar los antibidticos
por productos mdas amigables con el ambiente, que fortalezcan el sistema
inmune de los organismos y que eviten el crecimiento de bacterias patégenas

(44).

En los cultivo de camaroén, el uso de antibidticos para contrarrestar distintas
enfermedades bacterianas se ha vuelto menos frecuente en la actualidad,
incrementando las investigaciones con acidos organicos, llegando a obtener
mezclas de acidos organicos con probidticos que son empleadas como aditivos
en el alimento para el camarén y como sustrato para evitar la proliferaciéon de

bacterias en las piscinas de cultivos. (21, 42, 44).

De esta manera, diversos estudios indican que la presencia de acidos organicos

en conjunto con el balanceado, incrementan la productividad de cultivos de
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origen acuicola y/o marino en gran parte del mundo; reduciendo las infecciones
bacterianas e incrementando la tasa de supervivencia de los organismos

cultivados (44).

La combinacion de probioticos con acidos organicos, en el alimento balanceado,
ha dado excelentes resultados como biorremediadores en la acuicultura (45).
Otro uso de los acidos organicos en esta industria es para mejorar la salud
integral del organismo cultivado, principalmente en los que se refiere al tracto
digestivo, usando una combinacién de bacterias acido lacticas y levaduras (44,

46).

1.5 Bacterias Patogenas de la Acuicultura empleadas en el proyecto

En la acuicultura desde los afios 90 se han reportado casos de
enfermedades severas causadas por bacterias patdgenas, una de las cuales
ocurrié en el afio 1996, donde se report6é una pandemia causado por el género
Vibrio, expandiéndose principalmente por Asia, Rusia, norte de Estados Unidos,

Canaday Chile (6, 47).

El género Vibrio, un serio patégeno para los animales criados en la acuicultura y
ademads considerado como un microorganismo oportunista para el camarén y
otras especies de vida marina (44, 48). La Vibriosis, es una de las enfermedades

mas prevalentes en peces y otros organismos criados en acuicultura (48, 49).



23

Ademas, dicha enfermedad es responsable de gran parte de la mortalidad en los
sistemas acuicolas en todo el mundo, dentro de los cuales podemos enumerar al
V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. anguillarum, V. vulnificus, y V.

splendidus que se asocian directamente con enfermedades del camardén (44, 49).

Estos patégenos pueden estar presentes en diferentes etapas del cultivo de
camardn, tanto en la fase larvaria como en la de engorde. Entre los diversos tipos
de bacterias podemos indicar que las bacterias luminiscentes son las que
mayormente afectan en los laboratorios de larvicultura, presentando altas tasas

de mortalidad (44, 48, 49).

En el cultivo de camardn, distintos tipos de Vibrios proliferan cuando los
animales se encuentran con su sistema inmune deprimido a causa de diversos
factores ambientales (temperatura, pH, salinidad, entre otros) (48, 49, 50).
Brevemente podemos enunciar que en la fase de engorde los vibrios que
mayormente predominan son V. parahaemolyticus y V. vulnificus, mientras que
en la fase larvaria el mas predominante es el V. harveyi. Subsecuentemente, en
cualquiera de estas fases, es posible encontrar Vibrios dentro de los organismos

de cultivo, tanto en el hepatopancreas como en la hemolinfa (45, 48, 50).

Adicionalmente, las Pseudomonas son conocidas por su caracter de oportunistas,
es decir, especies de bacterias que pueden afectar a organismos sensibles

producto de una enfermedad previa o momentanea causada por otros patégenos
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(51). Adicionalmente, este patégeno tiene la caracteristica de generar altos
niveles de resistencia a antibidticos, causando altas tasas de mortalidad en los
cultivos acuicolas; motivo por el cual su uso en el presente proyecto fue
primordial para conocer su comportamiento frente al uso de acidos organicos

como reemplazo de antibidticos (52, 53).

Por consiguiente, las cepas empleadas para el presente proyecto, definidas por el
alto impacto en la industria acuicola, fueron V. harveyi, V. vulnificus, V.
parahaemoliticus y P. aeruginosa, las cuales fueron suministradas por el Centro

de Servicios para la Acuicultura (CSA-ESPOL).

1.5.1 Vibrio vulnificus

El V. vulnificus pertenece a la familia Vibrionaceae, son bacterias Gram
negativas, oxidasa positiva y anaerobia facultativa. Posee forma de bastoncillo
con gran movilidad debido a la presencia de un flagelo polar, no forma esporas
ni capsulas y tolera alcalinidades relativamente altas, hasta el pH 9 (49, 54,55).
Esta bacteria fue descrita por primera vez en el afio de 1976 y se lo denomind
Vibrio lactosa positivo. Posteriormente se lo nombr6 Beneckea vulnificus y

finalmente se lo designé como V. vulnificus (49, 54, 55).

El V. vulnificus es muy comuin en aguas de estuario, especialmente de climas

tropicales. Sin embargo, se la puede encontrar también en sedimento marino,
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plancton, etc. (49, 56). El V. vulnificus, es una de las especies que ha sido
reportada como patdgena para el ser humano de entre las 30 especies de Vibrio
descritas, pudiendo causar infecciones cuando se exponen las heridas al agua de
mar, ademas de causar septicemia primaria y gastroenteritis (49, 54, 56). Una de
las vias por las cuales el ser humano puede enfermarse a causa de este
microorganismo es por la ingesta de animales crudos (peces, ostiones,
mejillones, entre otras), por lo cual, el aumento en nimero de esta especie en la
pesca esta relacionado con el incremento de algunos parametros fisicos y
ambientales como la temperatura, el pH, la salinidad y el incremento de materia

organica (49, 54, 55).

En consecuencia, la especie de V. vulnificus ha sido reportada en la zona costera
del Golfo de México en los ostiones y en el agua durante la época lluviosa o
cuando hay incrementos en la temperatura del agua, generalmente a partir de
23°C (49, 55). Ademas, se ha reportado que durante los meses de abril a octubre
hay una mayor probabilidad de que los ostiones que han sido capturados
contengan este patdgeno, ya que pueden prevalecer en simbiosis con dichos

bivalvos a través de la adhesién a su concha (49, 57).
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1.5.2 Vibrio harveyi

Este microorganismo, Gram negativo, ha sido aislado en varios puntos
geograficos; se lo puede encontrar tanto en zonas costeras como en aguas
abiertas; inclusive, también se ha podido aislar en heces de peces y de calamares

(58).

Ha sido denominado uno de los mayores causantes de enfermedades en los
cultivos de invertebrados marinos, por ejemplo, el cultivo de camarén (58, 59).
Entre las enfermedades mas importantes que causa V. harveyi tenemos la
mancha blanca del pie en los abalones japoneses, Vibriosis luminiscente, las
bolitas negras en los camarones penaeidos, y ulceraciones en pepinos de mar

(58, 59, 60).

Dentro de los cultivos de camarén, en Ecuador se ha relacionado al V. harveyi,
con las muertes masivas de larvas de camardn, caracterizadas por una
diferencia patolégica en el hepatopancreas, degenerando este tejido a través de
la formacién de “bolas” que se mueven en el intestino superior, y generan

luminiscencia y falta de apetito (60, 61).

1.5.3 Vibrio parahaemolyticus

El V. parahaemolyticus es un organismo de vida marina, que se encuentra

comunmente en sedimentos, plancton, almejas, calamar, ostiones, entre otros
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(55, 62). Esta bacteria se caracteriza por encontrarse presente en la quitina de
algunos organismos como el camaron, alcanzando altas concentraciones debido

ala disponibilidad de nutrientes presentes en dichas estructuras (62).

Este microorganismo que mide aproximadamente de 1.4 a 2.6 pm de longitud y
de 0.5 a 0.8 um de diametro. Crece favorablemente a una salinidad de 3-8%,
teniendo un 6ptimo crecimiento a temperaturas de 35-37°C. Son moviles, su
tiempo de generacién es de 10 a 12 minutos y es uno de los microorganismos

que tolera el oxigeno con un metabolismo oxidativo y fermentativo (62).

Una de las caracteristicas principales de este Vibrio es que fermenta glucosa sin
producir gas, ademas de fermentar manitol, arabinosa y manosa, con excepcion
de sacarosa, lactosa, inositol y ramnosa (55, 62, 63, 64). Una de las vias de
infeccion al ser humano es por la ingesta de animales marinos como pescados y
mariscos enfermos. Usualmente causa gastroenteritis por la ingesta cruda o de
poca coccion de estos animales (62, 63, 64). Por este motivo, el V.
parahaemolyticus, al ser un organismo marino, es una de las principales causas
de gastroenteritis en Japén. Ademas, se le ha responsabilizado por brotes de
trastornos semejantes en otras partes del mundo incluyendo Estados Unidos

(62, 64).
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1.5.4 Pseudomona aeruginosa

La P. aeruginosa tiene forma de bastones finos, mide de 1-3 pm de largo y
0,5-1,0 um de ancho. Tienen la facultad de producir un pigmento como la
“pioverdina” que da un color verde amarillento o marrén amarillento. Son
bacterias Gram negativas que poseen un flagelo polar Unico y se caracterizan por

ser desnitrificantes (65, 66).

Adicionalmente, la P. aeruginosa se encuentra entre las Pseudomonas
fluorescentes asociadas a infecciones de los tractos respiratorios y urinario en
seres humanos; no es considerado un parasito estricto debido a su condicién de
patégeno oportunista altamente adaptable, el cual puede iniciar una infeccién
cuando un individuo se encuentra con defensas bajas (66). Estos
microorganismos al ser patégenos oportunistas, se encuentran comtiinmente en
medios hospitalarios en pacientes con problemas hematolégicos, tumorales,
infecciones por traqueotomias, transfusiones, entre otras, en pacientes con

tratamientos prolongados (67, 68, 69).

Este microorganismo, que se encuentra tanto en el suelo como en el agua y
generalmente son oportunistas de plantas y animales, es mayormente resistente
a muchos de los antibioticos utilizados rutinariamente; resistencia que se puede
deber a la transferencia de plasmidos o a su capacidad de sobrevivir a una

variedad de ambientes, incluido los ambientes acuicolas (67, 69).
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Por este motivo, debido al uso inadecuado de diversos antibidticos dentro de la
industria acuicola, la P. aeruginosa se ha convertido en un patégeno de interés de
estudio debido a su resistencia a antibidticos, lo cual, por ser causante de
enfermedades relacionadas con el sistema respiratorio en el ser humano, podria

generar multiples complicaciones (67).

1.6 Modo de accion de los acidos organicos en el crecimiento de bacterias

Los acidos organicos poseen diferentes modos de accion referente a la
inhibicion del crecimiento bacteriano, los cuales no son totalmente conocidos
hasta la actualidad. Por ejemplo, uno de los mecanismos de accién en el tracto
gastrointestinal podria estar relacionado al incremento en la digestibilidad y
retenciéon de diversos nutrientes, modificando asi la poblacién microbiana del

mismo (70,71, 72, 73).

Adicionalmente, el potencial como inhibidores del crecimiento bacteriano
depende de su poder acidificante y la capacidad de penetrar en forma no
disociada en la pared celular de microorganismos, alterando su metabolismo y
pudiendo ocasionar su muerte (35, 66, 71). En este contexto podemos indicar
que, diferentes acidos como el acético y citrico son acidos organicos débiles que
ejercen un efecto mayor debido a la presencia de moléculas altamente
permeables y no disociadas que promueven la penetracion del acido a la

bacteria, pudiendo generar su muerte o inhibicion del crecimiento (3, 73).
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De igual manera, agregado al efecto antibacteriano, diferentes acidos organicos
poseen efectos antiftingicos, los mismos que se producen al ingresar a la célula y
alterar sus funciones. Dichos acidos pueden ingresar a la célula fingica de la
molécula no disociada. La constante de disociacion del acido y el pH del medio
son los factores mas importantes debido a que los aniones organicos penetran

lentamente mientras que las formas no disociadas lo hacen rapidamente (3).

Finalmente, basados en el efecto inhibitorio de los acidos organicos, podemos
mencionar que sus diferentes modos de accién se basan en la acidificacién del
medio externo, acidificacién del citoplasma, accion sobre los lipidos y proteinas

de las membranas, quelacién de metales y accién sobre el metabolismo (35).

Acidificacion del medio externo.

La acidificacion es el proceso en el cual un elemento se modifica obteniendo
caracteristicas acidas, de ese modo es posible que el efecto antimicrobiano sea
positivo por la adicién de acidos organicos a alimentos y bebidas; accién que
provocaria un aumento de la concentraciéon de protones (descenso del pH), lo

que conllevaria a la muerte de los microorganismos (73).

De igual manera, se conoce que con un pH menor a 4,0 se podria inhibir el
desarrollo vegetativo y con un pH menor a 4,5 podria existir inhibicién en la

germinacion de esporas, en mohos y levaduras que pueden desarrollarse a un
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pH de 1,6 (74). Por consiguiente, el pH necesario para el crecimiento de
microorganismos al emplear acidulantes acidos vs acidos débiles, seria menor al
pH 6ptimo para su desarrollo, lo que hace suponer que la inhibiciéon por acidos

organicos se llevaria a cabo por la interaccion con otros mecanismos (50, 74).

Acidificacion del citoplasma.

Los acidos organicos se encuentran en equilibrio en una solucién dependiendo
del pH del medio entre las moléculas del acido y su anion (75).
Subsecuentemente, la disociaciéon del acido, separacion de un protén, va
aumentando conforme el pH disminuye. Adicionalmente, esta acidificacidn,
producto de la presencia y actividad de acidos organicos, provoca un declive de
la actividad antimicrobiana, inhibiendo prioritariamente la glicélisis y el
transporte activo a través de la membrana plasmatica. Esto provoca un déficit en
la actividad celular y posiblemente la alteracién y ruptura de la membrana. Es
importante mencionar que este mecanismo no se aplica para 4&cidos

insuficientemente hidrofébicos (76).

Este mecanismo de accién antimicrobiano de los acidos organicos provoca la
liberacién de protones y aniones (desbalance osmético), convirtiendo a la célula
en sensible a las alteraciones del medio externo, en respuesta a lo cual se activan

los mecanismos “bomba de H* y “ATPasa”, consumiendo altas cantidades de
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energia, deteniendo por consiguiente su crecimiento y provocando la muerte

(73, 76).

Grafico 1. Modo de accién de acidos organicos sobre bacterias (insensibles al pH:

arriba/ sensibles al pH: abajo)

RCOOH

Fuente: Elaborado por las autoras

Accion en lipidos y proteinas de membranas

Los acidos organicos por sus propiedades lipidicas, al contacto con la célula,
pueden emplear los canales lipidicos como difusiéon simple o en su defecto, el

transporte activo producto de la interaccién con canales proteicos (77).

Adicionalmente, una vez encontrados los acidos en el interior de la célula, su
porcion lipidica puede adherirse y formar parte de la membrana citoplasmatica,

influyendo en la fluidez de la misma (aumento en la porosidad), incrementando
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la permeabilidad para protones e iones los cuales, en ultimas circunstancias,
podrian provocar una alteracion interna de pH de la célula, la cual puede

recurrir en una inhibicién de diversos procesos celulares (76, 77).

Quelacion de metales.

Los acidos organicos tienen propiedades quelantes, uno de los mas conocidos su
accion queladora de metales pesados en diferentes industrias, por ejemplo en
medicina como agente quelador en casos de arterosclerosis, es el acido
etilendiaminotetraacético (78). Dicho mecanismo de quelacién se fundamenta
en que los cationes metalicos formen complejos con los aniones cargados
negativamente, generando complejos que precipitan, ejemplos claros de este
proceso se evidencian en el caso de los citratos de calcio, lactato de calcio y en el

vino (79).

El mecanismo inhibitorio de microorganismos, basado en el principio quimico de
quelacion, se produce mediante la adhesiéon y eliminacién de iones metalicos del
medio y de cationes en la pared del microorganismo, aumentando la
susceptibilidad celular en bacterias Gram negativas, en las cuales, la eliminacion
de iones metalicos de la pared celular aumenta su susceptibilidad ante diversos
agentes como antibidticos, acidos organicos o diversos agentes que provoquen

toxicidad (79).
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Accion sobre el metabolismo.

Los 4acidos en general son moléculas reactivas las cuales se encuentran
involucradas en diversas actividades como procesos de respiracion,
fermentacién y en interaccién armoénica con procesos que involucran enzimas

especificas (80).

Por este motivo, la inhibicién del metabolismo celular se puede dar a causa de
diferentes acidos organicos; los mismos que provocarian toxicidad celular, como

resultado de la acumulacién de aniones en el interior de la célula (80).



CAPITULO II

2. Materiales y Métodos para las pruebas de evaluacion in vitro

El desarrollo del proyecto tiene como puntos primordiales la seleccién y

uso de diversos acidos organicos y bacterias patégenos de la industria acuicola.

Dentro del marco de seleccién de los acidos organicos se tuvo como criterio
primordial la seleccién de los mas disponibles en la literatura consultada, para
poder efectuar contrastes al momento de evaluar los resultados. De esta primera
seleccion se procedié a efectuar la adquisicion de los acidos organicos, los
mismos que fueron en su totalidad de sintesis quimica, por su bajo costo y

disponibilidad en el mercado.
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Los acidos organicos seleccionados poseen diversas funciones en la industria
animal, las cuales ya han sido descritas en el Capitulo I. La mayoria de ellos,
segln la literatura, presentan inhibicién bacteriana principalmente en paises

europeos.

La seleccion de las cepas bacterianas obedece a la disponibilidad de patégenos
que se encuentran frecuentemente en cultivos acuicolas y que se relacionan
comunmente a enfermedades, tanto para larvas como para estadios de

desarrollo mas avanzados del cultivo de camaroén.

2.1 Materiales Bioldgicos

2.1.1Cepas Bacterianas

Para el presente proyecto se emplearon cuatro de las principales cepas
bacterianas patégenas de la industria Acuicola del Ecuador, las cuales fueron
aisladas de cultivos de camarones enfermos y proporcionadas por el Centro de

Servicios para la Acuicultura (CSA). Dichas cepas correspondieron a:

- Pseudomona aeruginosa,

- Vibrio harveyi,

- Vibrio vulnificus,

- Vibrio parahaemolyticus
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2.1.2 Medios de Cultivo

La activacion del crecimiento bacteriano en placa a partir de los viales
proporcionados por el CSA se la realiz6é en medio de cultivo de “Agar Triptico de
Soja” (TSA por sus siglas en inglés), al cual se le ajusté la salinidad al 2% con

NacCl.

Por otra parte, tanto para la domesticacion bacteriana como para el crecimiento
bacteriano necesario para la determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC por sus siglas en inglés), se emple6 como medio liquido agua de
peptona y como medio sélido TSA, ambos al 2% de NaCl. Ademas, previo a
efectuar las MICs de cada bacteria y dcidos organicos, al momento de efectuar las
diluciones de los microorganismos también se us6 como medio liquido agua de
peptona al 2% de NaCl. De igual manera, Agua Destilada autoclavada, fue
necesaria para la preparacion de los medios de cultivo y la dilucién de los acidos

organicos.

2.1.3 Domesticacion de bacterias

Los cultivos de bacterias en el laboratorio producen importantes
variaciones que se heredan y perduran. El presente trabajo supuso un proceso
de domesticacion. En el proceso de domesticacion se dispuso del nimero de

células/ml semejante a la densidad Odptica o absorbancia que presenta el
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organismo control (E. coli), para cada cepa analizada: Vibrio vulnificus, Vibrio
harveyi, Vibrio parahaemolyticus y Pseudomona aeruginosa, es decir, se trabajo
con todas las cepas a una absorbancia equivalente a 1. En primer lugar, se realiz6
el crecimiento de bacterias conservadas por congelacion a -80 °C, en medio de
cultivo sélido (TSA al 2% de NaCl). Transcurridas 16 horas desde su siembra, 1
UFC (unidad formadora de colonias), aislada de cada cepa bacteriana, fue

inoculada en agua de peptona al 2% de NaCl.

Posteriormente, transcurridas 24 horas de crecimiento bacteriano exponencial,
en una microplaca de Elisa se procedi6 a realizar la lectura en un
espectrofotometro a 650 nm de longitud de onda (longitud adecuada para
medios de cultivo de tonalidad amarilla), donde se obtuvo los valores
respectivos de turbidez para cada bacteria. Posteriormente, los valores de
turbidez fueron estandarizados empleando los valores de referencia de la cepa
Escherichia coli D31; la misma que posee un valor referencial estandar
establecido de 1.2x10°el/ml, cuya equivalencia en turbidez/absorbancia es de
1. Dichos valores fueron registrados en una matriz del software “Excel”, los
mismos que serviran para determinar el numero de células de trabajo
(1x105cel/ml), para las MIC, y el volumen de trabajo necesario para estandarizar

el nimero de células (Véase Tabla 2).
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Tabla 2. Calculo de nimero de células/ml a partir de la domesticacion bacteriana.

Cepas bacterianas Absorbancia #cel/m
V. parahaemolyticus 0,136 | 0,144 | 0,139 0,139666667 1,20E+09
V. vulnificus 0,127 | 0,14 | 0,137 0,134666667 1,12E+09
V. harveyi 0,157 | 0,164 | 0,198 0,173 6,24E+08
P. aeruginosa 0,131 | 0,148 | 0,146 | 0,141666667 4,24E+08

Fuente: Elaborado por las Autoras

2.1.4 Productos a evaluar

Los acidos organicos empleados en el presente proyecto fueron obtenidos
por un distribuidor local, en su mayoria quimicamente puros y de sintesis
quimica debido a su bajo costo de produccidn, ya que su proceso es a partir de
precursores quimicos; a excepcion del UltraPure™ EDTA (Reactivo de grado
molecular fabricado por Invitrogen), que fue proporcionado por el CSA; a

continuacién se nombran los dcidos organicos empleados:

- Acido Citrico100%

- Acido Ascérbico 100%
- Acido Lactico 85%

- Acido Férmico 100%

- Acido Oxalico 100%

- EDTA
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2.2 Métodos

2.2.1 Preparacion del indculo bacteriano para las diversas pruebas

Para las diversas pruebas, se preparé placas con medio sélido de TSA con
2% de NaCl. Dichas placas sirvieron para llevar a cabo la siembra de las bacterias
a partir de los viales seleccionados en la domesticacion. La siembra de las
bacterias P. aeruginosa, V. harveyi, V. vulnificus y V. parahaemolyticus se realizé
con la técnica de rayado por agotamiento para obtener colonias (UFC) aisladas.
Finalmente, las placas debidamente sembradas con las diferentes cepas

bacterianas fueron incubadas durante 24 horas a 35°C.

Cabe mencionar que de cada bacteria sembrada en placas TSA-2% NaCl, se
realizaron 2 placas réplica, para asegurar tener colonias debidamente aisladas
sobre todo por el rapido crecimiento de alguna de las cepas, principalmente V.

vulnificus.

Luego de 24 horas de incubacion, 1 UFC fue inoculada en 10 ml de agua de
peptona con 2% de NaCl, y se procedi6 a una nueva incubacién por 24 horas, con
la finalidad de evidenciar el crecimiento exponencial de las distintas cepas

bacterianas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedié a medir la absorbancia de

cada una de las cepas bacterianas. Para esto, se homogenizé la muestra y se
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colocé 200pl de cada bacteria en las microplacas tipo Elisa. De igual manera, con
miras a obtener una cantidad de datos representativa y reproductibilidad de la

técnica, se realizaron 5 réplicas de cada bacteria.

Adicionalmente, 5 pocillos con agua de peptona con 2% de NaCl fueron
empleados como “blanco” experimental. Las lecturas de absorbancia, al igual que
en la domesticacion, fueron obtenidas con ayuda de un espectrofotémetro a

650nm de longitud de onda.

Los valores de espectrofotometria obtenidos para las bacterias fueron restados
del “blanco” para obtener el valor estimado de la densidad bacteriana en la
muestra.  Dichos valores fueron comparados con los resultados de Ila
domesticacién bacteriana y empleados para calcular el volumen del tubo de
cultivo a partir de las férmulas descritas a continuacién, determinando como

volumen estandarizado de trabajo un nimero aproximado de 1x105¢c€l/p.

Formula para calculo del nimero de cel/ml

10D 1,2x109Cel/ml

Absorbancia obtenida X

x= absorbancia obtenida * 1,2x10°



42

Formula de Calculo de Volumen de trabajo (cel/ml)

C1V1=C2V2

1XlOScel/ml

x 0,2 ml (valor final)

Vi= 0,2ml (valor medido)
X

De acuerdo a la férmula empleada, la concentracidn final obtenida para empezar
el experimento corresponde a un aproximado de 1x10°> cel/ml, empleando un
volumen de 20 pl por cada pocillo para proceder a la medicion de su

absorbancia.

2.2.2 Método in vitro para determinar la capacidad antimicrobiana de

acidos organicos

2.2.2.1 Método de Concentracion Minima Inhibitoria

Para la determinaciéon de la MIC se disefi6 un “Plan de Placa” (Véase
Anexo B Grafico 20), para lo cual se realizaron diferentes diluciones de los acidos
organicos en agua de peptona, a las cuales se adicionaron las cantidades
deseadas de células bacterianas para estimar su inhibicién. Las concentraciones
empleadas de los acidos organicos fueron 10, 25, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000,
3500, 5000 ppm (partes por milléon). Adicionalmente, se emplearon tres

controles para cada MIC a efectuar. El primero, el control positivo (medio de
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cultivo al que se afiade la suspensidn bacteriana); el segundo, el control negativo
(medio de cultivo sin suspensidon bacteriana), y el tercero corresponde a un
control de observacién para determinar la presencia o ausencia de
contaminaciéon en la preparaciéon de las diluciones de los acidos organicos

(acidos organicos de las distintas concentraciones).

2.2.2.2 Medicion de Absorbancia

Una vez preparadas las diferentes concentraciones se procede a realizar
las MICs correspondientes dentro de cada microplaca. Por cada microplaca se
emplea 1 bacteria expuesta a 1 acido y sus 3 réplicas por cada concentracién. De
igual manera se utiliza en cada microplaca los 3 controles antes mencionados. En
cada pocillo se emplearon 200 pl de cada concentracién de acido organico y 20
ul de la cepa bacteriana; esta microplaca se incuba durante 24 horas a 35°2C
previo a la lectura, con la finalidad de determinar si las bacterias, pese a estar en
condiciones 6ptimas para su crecimiento (nutrientes, temperatura y salinidad),

pueden ser inhibidas por la presencia de acidos organicos.

Para la obtencion de los resultados de absorbancia, 1a lectura se efectud con la
metodologia explicada anteriormente en la domesticaciéon bacteriana, con una

longitud de onda de 650 nm, ideal para medios de cultivo de tonalidad amarilla.
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2.2.2.3 Corroboracion de inhibicién de crecimiento bacteriano en placa

Para corroborar la inhibicién del crecimiento bacteriano en placas,
posterior al uso de los acidos organicos, basado en los resultados de
espectrofotometria, las muestras que presentaron inhibicién en la siembra en
microplacas fueron sembradas en medio s6lido (TSA con 2% de NaCl). Para
realizar esta siembra fueron utilizados 200 ul de cada concentracién sembrada,
los cuales fueron depositados en cajas Petri y esparcidos con ayuda de la técnica
de “barrido en placa”. Adicionalmente, las cajas Petri fueron incubadas durante
24 horas a 35°C. Transcurrido este tiempo, la ausencia de crecimiento
bacteriano en las cajas Petri sirvi6 como constatacion fisica del efecto

bactericida de los distintos acidos organicos.

2.3 Analisis Estadistico

El analisis estadistico del efecto inhibitorio de los acidos organicos sobre
el crecimiento de las distintas cepas bacterianas fue realizado con el programa
Statistica 7, empleando un analisis de Varianza de una sola via (1 way ANOVA)
con un 98% de confianza. Dentro del cual, el analisis de comparaciéon de medias
empleado corresponde al método de Scheffé, esta prueba “post hoc” es usada
para determinar las diferencias significativas entre las medias de grupo en un
andlisis de ajuste de varianza. En adicidon, es importante mencionar que es

considerada una de las pruebas “post hoc” mas conservadoras.



CAPITULO III

3.- RESULTADOS

Previo a efectuar el andlisis de varianza de una via (ANOVA), para cada cepa
bacteriana empleada (V. harveyi, V. vulnificus, V. parahaemolyticus, P.
aeruginosa); se efectio la determinacion del porcentaje de inhibicién obtenido
por cada acido organico, permitiéndonos obtener valores unitarios que permitan
interpretar en mejor medida los resultados del ANOVA de 1 via. Adicionalmente,
por medio de una comparaciéon de medias utilizando el método de Scheffé, se

determin6 cual es el 4acido organico mas efectivo de este proyecto.
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El nivel estadistico de confianza del 98% fue empleado debido a que este
porcentaje es ideal en ensayos de laboratorio para tener una mayor probabilidad
de que el parametro que se estima se ajuste de mejor manera a un posible
escenario “in vivo”.

Los resultados de los diferentes patégenos de la Industria Acuicola, P.
aeruginosa, V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus frente a los diversos
agentes de inhibicién (acidos organicos de sintesis quimica), se detallan a

continuacion:

3.1 Resultados Pseudomona aeruginosa

"Pseudomprna aeruginosa - Acido Ascorbico”; Medias Mo Ponderadas
Descomposicion hipdtesis efectiva
Barras verticales indican intervalos de confianza 0,98
110
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50 r
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10 |
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-20

Valores de la media

Control+ 25 ppm 100 ppm 500 ppm 2000 ppm 5000 ppm
10 ppm 50 ppm 200 ppm 1000 ppm 3500 ppm Control -

Concentracion de acido organico

Grafico 2. Comparacion de medias de Inhibicion de crecimiento de Pseudomona

aeruginosa con Acido Ascérbico.

El Grafico 2 denota la presencia de inhibicion de crecimiento bacteriano a partir

de una concentracién de 1000 ppm en el Acido Ascérbico para P. aeruginosa. Por
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otra parte, no se evidencian diferencias significativas en las concentraciones de

10, 25,200 y 500 ppm (Véase Anexo A Tabla 3).

"Pseudomona aeruginosa - Acido Formico"; Medias No Ponderadas
Descomposicion hipotesis efectiva
Barras verticales indican intervalos de confianza 0,98
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Grafico 3. Comparacion de medias de Inhibicion de crecimiento de Pseudomona

aeruginosa con Acido Férmico.

El Grafico 3 podemos observar que existe una inhibicion de crecimiento

bacteriano a partir de una concentracién de 500 ppm en presencia del Acido

Férmico para el caso de P. aeruginosa. Adicionalmente en las concentraciones de

10,50, 100 y 200 ppm no se evidencian diferencias significativas (Véase Anexo A

Tabla 4).
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"Pseudomona aeruginosa - Acido Lactico 85%"; Medias no Ponderadas
Descomposicion hipotesis efectiva
Barras verticales indican intervalos de confianza 0,98
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Grafico 4. Comparacion de medias de Inhibicién de crecimiento de Pseudomona

aeruginosa con Acido Lactico 85%.

El Grafico 4 nos muestra que la presencia de inhibicién de crecimiento
bacteriano es llevada a cabo a partir de una concentracién de 1000 ppm en el
Acido Lactico al 85% para el caso de P. aeruginosa. Ademads, en todas las

concentraciones se evidencian diferencias significativas. (Véase Anexo A Tabla

5).
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"Pseudomona aeruginosa - Acido Oxalico"; Medias No Ponderadas
Descomposicion hipotesis efectiva
Barras verticales indican intervalos de confianza 0,98
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Grafico 5. Comparacion de medias de Inhibicién de crecimiento de Pseudomona

aeruginosa con Acido Oxalico.

El Grafico 5 evidencia la inhibiciéon de crecimiento bacteriano a partir de una
concentracion de 1000 ppm en el Acido Oxalico para el caso de P. aeruginosa.
Ademas, en todas las concentraciones se evidencian diferencias significativas,

excepto en la concentraciéon de 500 ppm (Véase Anexo A Tabla 6).
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"Pseudomona aeruginosa - EDTA", Medias No Ponderadas
Descomposicion hipotesis efectiva
Barras verticales indican intervalos de confianza 0,98
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Grafico N.-6. Comparacion de medias de Inhibicién de crecimiento de Pseudomona

aeruginosa con Acido Etildiaminotetraacético.

El Grafico 6 podemos observar la inhibiciéon de crecimiento bacteriano a partir
de una concentracién de 2000 ppm en el Acido Etildiaminotetraacético para el
caso de P aeruginosa. De igual manera, existen diferencias significativas en todas

las concentraciones probadas. (Véase Anexo A Tabla 7).

Como se menciondé en seccién 2.3 Andlisis Estadistico, los resultados aqui
presentados tienen que cumplir con la homogeneidad de varianzas, el cual es un
requerimiento estadistico necesario para efectuar el andlisis de varianza, como
esta condicidon no se obtuvo en el analisis de los resultados del acido citrico para

P. aeruginosa, no se muestran los resultados para esta prueba.
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3.2 Resultados Vibrio harveyi

"Vibrio harveyi - Acido Ascorbico”,; Medias No Ponderadas
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Grafico 7. Comparacion de medias de Inhibicion de crecimiento de Vibrio harveyi con

Acido Ascérbico.

El Grafico 7 muestra que la inhibicién de crecimiento bacteriano puede
observarse a partir de una concentracién de 500 ppm en el Acido Ascérbico para
el caso de V harveyi. De igual manera denota que existen diferencias
significativas en todas las concentraciones empleadas en relacién al crecimiento
bacteriano obtenido del grupo control; excepto en 25 y 50 ppm. (Véase Anexo A

Tabla 8).
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Grafico 8. Comparacion de medias de Inhibicién de crecimiento de Vibrio harveyi con

Acido Citrico.

El Grafico 8 evidencia la inhibiciéon de crecimiento bacteriano a partir de una
concentracién de 500 ppm en el Acido Citrico para el caso de V. harveyi. De igual
manera denota que existen diferencias significativas en todas las

concentraciones empleadas (Véase Anexo A Tabla 9).
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Grafico 9. Comparacion de medias de Inhibicién de crecimiento de Vibrio harveyi con

Acido Férmico.

El Grafico 9 permite evidenciar la inhibicién de crecimiento bacteriano a partir
de una concentracién de 200 ppm en el Acido Férmico para el caso de V. harveyi.
Por otra parte, en las concentraciones de 10, 25, 50 y 100 ppm, no se presentan

diferencias significativas (Véase Anexo A Tabla 10).
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Grafico 10. Comparacion de medias de Inhibicién de crecimiento de Vibrio harveyi con

Acido Lactico 85%.

El Grafico 10 permite evidenciar una inhibicién de crecimiento bacteriano a
partir de una concentracién de 500 ppm en presencia del Acido Lactico al 85%
para el caso de V. harveyi. Adicionalmente, podemos mencionar que entre todas
las concentraciones, solamente las de 25 y 50 ppm no presentan diferencias

significativas (Véase Anexo A Tabla 11).
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Grafico 11. Comparacion de medias de Inhibicion de crecimiento de Vibrio harveyi con

Acido Oxalico.

El Grafico 11 denota la inhibicién de crecimiento bacteriano a partir de una
concentracién de 1000 ppm en el Acido Oxalico para el caso de V. harveyi. De
igual manera, existen diferencias significativas en las otras concentraciones
superiores a 1000 ppm. Sin embargo las concentraciones de menor espectro de

10 - 500 ppm no presentan diferencias (Véase Anexo A Tabla 12).
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Grafico 12. Comparacion de medias de Inhibicién de crecimiento de Vibrio harveyi con

Acido Etildiaminotetraacético.

El Grafico 12 se evidencia la inhibicion de crecimiento bacteriano a partir de una
concentracién de 100 ppm en presencia del Acido Etildiaminotetraacético para
el caso de V. harveyi. De igual manera existen diferencias significativas a partir

de la concentracion de 25 ppm (Véase Anexo A Tabla 13).
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3.3 Resultados Vibrio vulnificus
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Grafico 13. Comparacion de medias de Inhibicion de crecimiento de Vibrio vulnificus con

Acido Ascérbico.

El Grafico 13 evidencia la inhibicién de crecimiento bacteriano a partir de una
concentracién de 1000 ppm del Acido Ascérbico para el caso de V. vulnificus. De
igual manera existen diferencias significativas en todas las concentraciones
exceptuando las concentraciones de 10, 200 y 500 ppm (Véase Anexo A Tabla

14).
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Grafico 14. Comparacion de medias de Inhibicion de crecimiento de Vibrio vulnificus con

Acido Citrico.

El Grafico 14 denota el proceso de inhibicién de crecimiento bacteriano a partir
de una concentracién de 500 ppm en el Acido Citrico para el caso de V. vulnificus.
De igual manera, existen diferencias significativas en todas las concentraciones

exceptuando 25y 100 ppm (Véase Anexo A, Tabla 15).
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Grafico 15. Comparacion de medias de Inhibicion de crecimiento de Vibrio vulnificus con

Acido Férmico.

El Grafico 15 muestra la inhibicién de crecimiento bacteriano obtenido a partir
de una concentracién de 200 ppm en el Acido Férmico para el caso de V.
vulnificus. De igual manera existen diferencias significativas a partir de la
concentracion de 10 ppm, exceptuando las concentraciones de 25 y 50 ppm

(Véase Anexo A, Tabla 16).
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Grafico 16. Comparacion de medias de Inhibicion de crecimiento de Vibrio vulnificus con

Acido Lactico 85%.

El Grafico 16 denota el proceso de inhibicién de crecimiento bacteriano a partir
de una concentracién de 500 ppm del Acido Lactico al 85% para el caso de V.
vulnificus. De igual manera, existen diferencias significativas en las
concentraciones de 10, 500, 1000, 2000, 3500 y 5000 ppm (Véase Anexo A,

Tabla 17).
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Grafico 17. Comparacion de medias de Inhibicion de crecimiento de Vibrio vulnificus con

Acido Oxalico.

El Grafico 17 muestra la inhibiciéon de crecimiento bacteriano a partir de una
concentracién de 1000 ppm en el Acido Oxalico para el caso de V. vulnificus. Asi
mismo, se puede evidenciar que existen diferencias significativas en las
concentraciones a partir de 50 ppm, exceptuando las concentraciones de 10 y 25

ppm (Véase Anexo A, Tabla 18).

En el caso del V. vulnificus en presencia de EDTA no se cumplié la homogeneidad
de varianzas, por lo cual no se continué con el analisis estadistico que determine

si existe inhibicion del crecimiento bacteriano en esta condicién particular.
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3.4 Resultados Vibrio parahaemolyticus
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Grafico 18. Comparacion de medias de Inhibicion de crecimiento de Vibrio

parahaemolyticus con Acido Citrico.

El Grafico 18 muestra la inhibicion de crecimiento bacteriano de V.
parahaemolyticus en presencia del Acido Citrico a partir de una concentracién de
500 ppm. De igual manera existen diferencias significativas en las
concentraciones a partir de 200 ppm, exceptuando las concentraciones de 10,

25,50y 100 ppm (Véase Anexo A, Tabla 19).
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Grafico 19. Comparacion de medias de Inhibicién de crecimiento de Vibrio

parahaemolyticus con Acido Oxalico.

El Grafico 19 muestra la inhibiciéon de crecimiento bacteriano a partir de una
concentracién de 1000 ppm en presencia del Acido Oxalico para el caso de V.
parahaemolyticus. Existen diferencias significativas a partir de la concentracién
de 50 ppm, exceptuando las concentraciones de 10 y 25 ppm (Véase Anexo A,

Tabla 20).

En este estudio, no se cumplieron las condiciones de homogeneidad de varianzas
cuando se efectud el analisis de los resultados obtenidos con el acido lactico al
85%, acido formico, acido ascorbico, EDTA para V. parahaemolyticus, por lo cual
no se puede demostrar estadisticamente que estos acidos presenten algun tipo

de actividad antimicrobiana en las condiciones descritas en estas pruebas



CAPITULO IV

DISCUSION

En los ultimos 10 afios diversos autores han reportado que distintos acidos
organicos de sintesis quimica inhiben el crecimiento de bacterias patogenas a
distintas concentraciones (3, 21, 40, 81). Los resultados obtenidos en este
trabajo, con diversos patégenos bacterianos para la industria Acuicola,
corroboran la acciéon de distintos acidos organicos en la inhibicién de su
crecimiento. Esta inhibicién del crecimiento bacteriano por acidos organicos es
efectuada, a través de distintos mecanismos de accion, por ejemplo, mediante la
eliminacion de iones metalicos del medio y de cationes en la pared del

microorganismo, acidificacion del medio externo, entre otras (79, 80, 82).



65

El conjunto de resultados obtenidos a partir de las MICs, asi como la
comprobacion del crecimiento bacteriano por medio de la siembra en cajas Petri,
nos permiten inferir que todos los acidos organicos empleados poseen un efecto
bactericida (3, 21, 78), a distintas concentraciones, frente a los cuatro patégenos

de la industria Acuicola utilizados.

También, podemos indicar que se determiné la concentracién de los acidos
organicos en la cual la actividad inhibitoria de crecimiento bacteriano se pone de

manifiesto en condiciones de laboratorio.

Hasta el momento en que presentamos nuestros resultados, no se han reportado
estudios relacionados con la inhibicién del crecimiento de Vibrio vulnificus por
accion de acidos organicos. Por lo cual, los resultados obtenidos en el presente
proyecto constituyen una primera validacién del uso de acidos organicos como
inhibidores de este patégeno. Dentro de esta primera validacién, podemos
indicar que la mayor actividad inhibitoria obtenida para V. vulnificus, se

evidencia con el 4cido formico a una concentracién de 200 ppm.

Referente al Vibrio harveyi evaluado con el acido férmico, se ha reportado que
este acido puede inhibir el crecimiento del patégeno a razén de 0.035% o 350
ppm (61). No obstante, los resultados obtenidos en el presente proyecto, por una
parte complementaron dicha informaciéon mostrando que se realiza la inhibicion

del crecimiento bacteriano; mientras que, por otra parte, indican que se puede
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inhibir el crecimiento bacteriano a partir de 200 ppm. Dicha variaciéon que se
obtiene en la concentracion puede radicar en las caracteristicas de sintesis del

producto utilizado, tales como pureza, concentracion, entre otros.

En el trabajo de los efectos de acidos organicos sobre V. harveyi realizado por
Mine & Boopathy en 2011, en el cual emplearon acido acético, se reporté que
existe inhibiciéon de su crecimiento bacteriano a una concentracién de 0.07%,
equivalente a 700 ppm (61). Basados en estos resultados, el empleo de un
compuesto con similar composiciéon como es el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) denotaria un potencial andlogo de inhibicion. Sin embargo, este proyecto
mostré que la inhibicién con EDTA para V. harveyi se puede visualizar a partir de

100ppm.

El andlisis efectuado ante el V. harveyi nos permite inferir que el mayor efecto
inhibitorio se visualiza con el EDTA a partir de una concentraciéon de 100 ppm;
mientras que la menor inhibicién se evidencia para el acido oxalico a una

concentracion de 1000 ppm.

Subsecuentemente, los resultados obtenidos para V. vulnificus revelaron que
existe una mayor inhibicién con el acido formico a partir de una concentraciéon
de 200 ppm, mientras que, la menor inhibicion se evidencia con el acido

ascorbico y acido oxalico a partir de una concentraciéon de 1000 ppm. Cabe
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mencionar que no se pudo efectuar el analisis para el EDTA, debido a que no se

cumplia con la homogeneidad de varianzas.

De igual manera, los resultados obtenidos para el Vibrio parahaemolyticus, frente
al acido citrico, indican que la inhibiciéon bacteriana se llev6 a cabo a partir de
500 ppm. Sin embargo, Amani y Reham reportaron en el 2012 que la inhibicién
se presenta a partir de una concentracion del 10% (100000 ppm) (83), suceso
que se puede explicar, al igual que con el acido féormico frente a V. harveyi,

posiblemente por variaciones en los procesos de sintesis quimica del acido.

Por el contrario, los resultados para Vibrio parahaemolyticus denotan un mayor
efecto inhibitorio con el uso de 4cido citrico a una concentracién de 500 ppm;
mientras que la menor inhibicion se evidencia con el empleo de acido oxalico a
partir de una concentraciéon de 1000 ppm. Es importante mencionar que para
este patogeno, el analisis estadistico no se pudo efectuar para la mayoria de los
acidos (férmico, ascorbico, lactico al 85% y EDTA), debido al incumplimiento de

la homogeneidad de varianzas.

Adicionalmente, la informacién generada en el presente trabajo, en comparacién
con la informacién existente y preliminar de diversos paises, permite citar de
manera general que uno de los acidos organicos mas eficientes en procesos de
inhibicién bacteriana es el acido férmico (43, 48), teniendo asi que, para

Pseudomona aeruginosa, bajo condiciones de laboratorio, la inhibicion se
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observo a partir de 500 ppm, mientras que en estudios realizados anteriormente
con el mismo acido organico indica que la inhibicién ocurre a partir de 1000
ppm, ambos realizados por el mismo método de concentracion minima

inhibitoria (9).

De igual manera, en mencién al empleo de EDTA como agente inhibidor del
crecimiento bacteriano de distintos patégenos, podemos mencionar que frente a
P. aeruginosa, dicho acido presenté menor inhibicién a una concentracién de
2000 ppm; mientras que el mismo 4cido, en distintos desafios ante V. harveyi
exhibi6é notoria capacidad inhibitoria (100 ppm), mucho mayor a la obtenida

para P. aeruginosa.

Finalmente, los resultados de este estudio nos permiten concluir que bajo
condiciones de laboratorio, los acidos organicos empleados poseen actividad
antibacteriana y que pueden ser aprovechados como agentes inhibidores del
crecimiento de bacterias patdgenas en cultivos acuicolas. Asi mismo, podemos
mencionar que se encontr6 una mayor eficiencia inhibitoria en las pruebas

realizadas con EDTA y Acido Férmico. El EDTA frente a V. harveyi inhibié a 100



CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos sugieren la posibilidad de emplear diferentes
acidos organicos de sintesis quimica, como una alternativa al uso de
antibiéticos para inhibir el crecimiento de bacterias Gram (-) patégenas

de la Industria Acuicola, debido a sus propiedades antimicrobianas.

2. De igual manera, los resultados obtenidos infieren la posibilidad de
implementar diferentes concentraciones de diversos acidos organicos en
cultivos acuicolas, teniendo como base para su aplicabilidad, las
concentraciones minimas en las que se obtuvo un efecto en la inhibicion

del crecimiento de los patdgenos bacterianos empleados.
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3. Dentro de los distintos acidos organicos empleados, los resultados
permitieron conocer que los acidos mas efectivos para inhibir el
crecimiento de patogenos fueron el acido formico y el EDTA; siendo este
ultimo el que evidenci6 un efecto inhibitorio a una menor concentracién
(100 ppm), motivo por el cual, ambos acidos, podrian ser considerados

buenos agentes inhibidores ante patégenos de la industria Acuicola.

4. Los acidos organicos con menor efecto inhibitorio fueron el Acido
Ascorbico y el Acido Oxalico, puesto que, para todas las cepas bacterianas

empleadas, presentaron inhibicién a partir de 1000 ppm.

5. Todos los acidos organicos empleados presentaron inhibicién bacteriana

para los cuatro grupos de bacterias trabajadas en el presente proyecto.

6. Para la Pseudomona aeruginosa el acido férmico evidencia ser el mas
efectivo en la inhibicién de su crecimiento (500 ppm), mientras que el

EDTA (menos efectivo), inhibe su crecimiento a partir de 2000 ppm.
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7. Referente al Vibrio vulnificus el acido férmico muestra ser el mas efectivo
para inhibir su crecimiento (200 ppm), mientras que el acido ascérbico

presenta la menor inhibicién a partir de 1000 ppm.

8. Para el Vibrio harveyi el EDTA resulto6 ser el mas efectivo para inhibir su
crecimiento (100 ppm), mientras que el acido oxalico inhibe a partir de

1000 ppm.

9. Finalmente, para el Vibrio parahaemolyticus el acido citrico es mas eficaz
para inhibir su crecimiento (500 ppm), mientras que el acido oxalico

denota una menor inhibicién iniciando en la concentracién de 1000 ppm



RECOMENDACIONES

1. Para poder tener un mayor espectro de accién referente a la
actividad inhibitoria de &acidos organicos se recomienda trabajar con
otros grupos de acidos organicos para determinar la mayor efectividad de

éstos sobre las bacterias patégenas de la Acuicultura.

2. Como recomendacion adicional, se sugiere efectuar estudios de
sinergia entre los acidos organicos, para comprobar la efectividad en

conjunto sobre los patégenos de la acuicultura.
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3. Referente a las bacterias patégenas empleadas, los resultados del
presente estudio podrian servir como base para analizar el espectro de
accion de diversos acidos organicos ante distintos patégenos microbianos
propios de otros cultivos acuicolas, por ejemplo peces, bivalvos u otros

crustaceos de produccién masiva.

4, Se propone establecer la cantidad especifica de los acidos
organicos para su utilizacién en el campo, para la produccién industrial

acuicola y no causar la sobreutilizacion de los mismos.

5. Finalmente, se recomienda realizar un bioensayo empleando las
concentraciones inhibitorias obtenidas en el presente estudio
(metodologia “in vitro”), para determinar las dosis que podrian ser

usadas para inhibir el crecimiento de patégenos.



ANEXOS



Anexo A

TABLAS

Tabla 3. Test de Scheffé Pseudomona aeruginosa - Acido Ascérbico

Test de Scheffé Pseudomona
aeruginosa - Acido Ascérbico
Concentracion de acido organico

(ppm)

Control +
10 1,000000
25 0,129810
50 0,000692
100 0,015520
200 0,898510
500 1,000000
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000
Control - 0,000000

Tabla 4. Test de Scheffé Pseudomona aeruginosa - Acido Férmico

Test de Scheffé Pseudomona
aeruginosa - Acido Férmico
Concentracion de acido organico

(ppm)
Control +
10 0,051107
25 0,003627
50 0,688969
100 0,893365
200 0,137574
500 0,000000
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000

Control - 0,000000




Tabla 5. Test de Scheffé Pseudomona aeruginosa - Acido Lactico 85%

Test de Scheffé Pseudomona
aeruginosa - Acido Lactico 85%
Concentracion de acido organico

(ppm)

Control +
10 0,000000
25 0,007441
50 0,000019
100 0,000000
200 0,000000
500 0,000059
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000
Control - 0,000000

Tabla 6. Test de Scheffé Pseudomona aeruginosa - Acido Oxalico

Test de Scheffé Pseudomona
aeruginosa - Acido Oxalico
Concentracion de acido organico

(ppm)
Control +
10 0,000007
25 0,000083
50 0,000461
100 0,000102
200 0,000461
500 0,409554
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000

Control - 0,000000




Tabla 7. Test de Scheffé Pseudomona aeruginosa - Acido

Etildiaminotetraacético.

Test de Scheffé Pseudomona
aeruginosa - EDTA
Concentracion de acido organico

(ppm)

Control +
10 0,000477
25 0,000000
50 0,000000
100 0,000000
200 0,000000
500 0,000000
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000
Control - 0,000000

Tabla 8. Test de Scheffé Vibrio harveyi - Acido Ascérbico

Test de Scheffé Vibrio harveyi -

Acido Ascérbico
Concentracion de acido organico
(ppm)
Control +
10 0,000000
25 0,313234
50 0,999421
100 0,000079
200 0,000005
500 0,000000
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000

Control -

0,000000




Tabla 9. Test de Scheffé Vibrio harveyi - Acido Citrico

Test de Scheffé Vibrio harveyi -
Acido Citrico
Concentracion de acido organico

(ppm)

Control +
10 0,013029
25 0,000422
50 0,000059
100 0,015683
200 0,000001
500 0,000000
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000
Control - 0,000000

Tabla 10. Test de Scheffé Vibrio harveyi - Acido Férmico

Test de Scheffé Vibrio harveyi -
Acido Férmico
Concentracion de acido organico

(ppm)
Control +
10 0,084838
25 1,000000
50 0,969573
100 0,606124
200 0,000000
500 0,000000
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000

Control - 0,000000




Tabla 11. Test de Scheffé Vibrio harveyi - Acido Lactico 85%

Test de Scheffé Vibrio harveyi -

Acido Lactico 85%
Concentracion de acido organico
(ppm)

Control +
10 0,000000
25 0,313376
50 0,998958
100 0,000142
200 0,000011
500 0,000000
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000
Control - 0,000000

Tabla 12. Test de Scheffé Vibrio harveyi- Acido Oxalico

Test de Scheffé Vibrio harveyi -
Acido Oxalico
Concentracion de acido organico

(ppm)
Control +
10 0,999812
25 0,987262
50 0,449152
100 0,577733
200 0,693261
500 0,417002
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000

Control - 0,000000




Tabla 13. Test de Scheffé Vibrio harveyi - Acido Etildiaminotetraacético

Test de Scheffé Vibrio harveyi -

EDTA
Concentracion de acido organico
(ppm)
Control +
10 0,310721
25 0,000000
50 0,000000
100 0,000000
200 0,000000
500 0,000000
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000
Control - 0,000000

Tabla 14. Test de Scheffé Vibrio vulnificus - Acido Ascérbico

Test de Scheffé Vibrio vulnificus -

Acido Ascérbico
Concentracion de acido organico
(ppm)
Control +
10 0,025129
25 0,015240
50 0,000055
100 0,000599
200 0,112756
500 0,084165
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000

Control - 0,000000




Tabla 15. Test de Scheffé Vibrio vulnificus - Acido Citrico

Test de Scheffé Vibrio vulnificus -
Acido Citrico
Concentracion de acido organico

(ppm)

Control +
10 0,000001
25 0,999992
50 0,000000
100 0,622100
200 0,000000
500 0,000000
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000
Control - 0,000000

Tabla 16. Test de Scheffé Vibrio vulnificus - Acido Férmico

Test de Scheffé Vibrio vulnificus -
Acido Férmico
Concentracion de acido organico

(ppm)
Control +
10 0,000003
25 1,000000
50 0,022526
100 0,002911
200 0,000000
500 0,000000
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000

Control - 0,000000




Tabla 17. Test de Scheffé Vibrio vulnificus - Acido Lactico 85%

Test de Scheffé Vibrio vulnificus -

Acido Lactico 85%
Concentracion de acido organico
(ppm)

Control +
10 0,000001
25 0,998791
50 0,999841
100 0,812555
200 0,998791
500 0,000000
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000
Control - 0,000000

Tabla 18. Test de Scheffé Vibrio vulnificus - Acido Oxalico

Test de Scheffé Vibrio vulnificus -
Acido Oxalico
Concentracion de acido organico

(ppm)
Control +
10 0,924328
25 0,026537
50 0,000937
100 0,000075
200 0,000010
500 0,000122
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000

Control - 0,000000




Tabla 19. Test de Scheffé Vibrio parahaemolyticus - Acido Citrico

Test de Scheffé Vibrio
parahaemolyticus - Acido Citrico
Concentracion de acido organico

(ppm)

Control +
10 0,549709
25 1,000000
50 0,024503
100 0,999910
200 0,000015
500 0,000000
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000
Control - 0,000000

Tabla 20. Test de Scheffé Vibrio parahaemolyticus - Acido Oxalico

Test de Scheffé Vibrio
parahaemolyticus - Acido Oxalico.
Concentracion de acido organico

(ppm)
Control +
10 0,893091
25 0,063837
50 0,000991
100 0,000204
200 0,000039
500 0,000002
1000 0,000000
2000 0,000000
3500 0,000000
5000 0,000000

Control - 0,000000
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GRAFICOS

Grafico 20. Plan de Placas empleado para realizar las diferentes MICs
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Plan de PLACA
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Control Control Control * * * * Control Control Control
negativo negativo negativo positivo positivo positivo
* * * * * * * * * *
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ANEXO C

Figuras

Figura 1.- Método de Concentracion Minima Inhibitoria en microplaca para

Pseudomona aeruginosa con EDTA
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Figura 2.- Método de Concentracion Minima Inhibitoria en microplaca para

Pseudomona aeruginosa con Acido Férmico.

Figura 3.- Método de Concentracion Minima Inhibitoria en microplaca para

Vibrio harveyi con EDTA.
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Figura 4.- Método de Concentracion Minima Inhibitoria en microplaca para

Vibrio vulnificus con Acido Férmico.
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