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RESUMEN

La acuicultura es una actividad a nivel global que ha crecido exponencialmente en las
Ultimas décadas, el uso de alimentos vivos en centros acuicolas es primordial en las
primeras etapas de crecimiento, un organismo vivo usado es la Artemia, por sus
beneficios nutricionales. En los sistemas de cultivo existe el riesgo latente de brotes de
enfermedades virales y bacterianas, las bacterias que causan mas enfermedades son
del género Vibrio causando vibriosis, debido a la ingesta de Artemias infectadas, dado
que en el proceso de eclosion se libera glicerol, el cual sirve de sustrato para el
crecimiento exponencial de Vibrios potencialmente peligrosos. El problema se complica
debido a la practica muy extendida de congelar la Artemia y descongelarla para ponerla
en el tanque. En Ecuador se ha reportado vibriosis de al menos 14 bacterias, por lo cual
se debe desinfectar la Artemia antes de usarla como alimento. El uso inadecuado de
compuestos quimicos y antibidticos para su desinfeccion ha provocado riesgos
ambientales y de resistencia, por lo cual nuevos métodos de desinfeccion son
necesarios. En el siguiente estudio se analizdé el sistema de pasteurizacién para
encontrar un método 6ptimo para la eliminacion de estos Vibrios, donde se evalud
temperaturas de calentamiento a Artemias entre 60°C y 70°C. Se observo que a partir
de los 65°C no hubo presencia de UFC de Vibrios medio de cultivo TCBS. Lo cual indica
que la pasteurizacion constituye una alternativa facil, rapida, segura y eficiente para

eliminar Vibrios, disminuyendo los riesgos de vibriosis en el cultivo.

Palabras Clave: Artemia, Vibrios, pasteurizacién, desinfeccion



ABSTRACT

Aquaculture is a global activity that has grown exponentially in recent decades, the use
of live food in aquaculture centers is essential in the early stages of growth, a living
organism used is Artemia, for its nutritional benefits. In culture systems there is a latent
risk of outbreaks of viral and bacterial diseases, the bacteria that cause more diseases
are of the genus Vibrio causing vibriosis, due to the ingestion of infected Artemias, since
glycerol is released in the hatching process, the which serves as a substrate for the
exponential growth of potentially dangerous vibrios. The problem is compounded by the
widespread practice of freezing brine shrimp and thawing it to put it in the tank. In
Ecuador, vibriosis of at least 14 bacteria has been reported, for which Artemia must be
disinfected before using it as food. The inappropriate use of chemical compounds and
antibiotics for disinfection has caused environmental and resistance risks, for which new
disinfection methods are necessary. In the following study, the pasteurization system was
analyzed to find an optimal method for the elimination of these vibrios, where heating
temperatures to Artemias between 60 ° C and 70 ° C were evaluated. It was observed
that from 65 ° C there was no presence of CFU of vibrios TCBS culture medium. This
indicates that pasteurization constitutes an easy, fast, safe and efficient alternative to

eliminate vibrios, reducing the risks of vibriosis in the crop.

Keywords: Artemia, vibrio, pasteurization, disinfection



INDICE GENERAL

RESUMEN . ..o e e e e [
A B S T R A C T oo e e e 1
INDICE GENERAL .. .ottt e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e eeians 11
A B REV A TUR A S .o, vV
SIMBOLOGIA oo ettt et e et e e et e et e e et e e e e VI
INDICE DE FIGURAS ..o ettt et e e et e eria e VI
INDICE DE TABLAS ..o e ettt e ettt e et e e e i e e VI
CAPTTULOD L oottt et e e e e e e et e e et e e et e e e et e e r et e e e reeees 1
L. INTRODUCCION .ottt ettt e e et e e et e e et e e et e e e e e e eeeeen 1
1.1 DESCRIPCION DEL PROBLEMA ...u.en ettt e e e e e e 2
1.2 JUSTIFICACION DEL PROBLEMA .. et e e e e e e e 3
R O %] =y 1AV o LR 3
1.3.1 ODJEtivo GENEIAL.......co oo 3
1.3.2 ODbjetivOs ESPECITICOS ....uuuiiiiieiiiiieeie e 4

|V, Y =Tt R 1 <T@ ] =3[0 @ 1P 4
1.4.1 Especies de Artemia y su importancia en larvicultura..................cccoccooee 4
1.4.2 ViIDIrOS €N QCUICUITUIA . cneeee e ettt e e e eaaes 5
1.4.3 Métodos de desinfecciOn de AremIAS .......coueeee e 6
1.4 4 PaASLEUMNZACION .. cneee e e e 6

1.4.4.1 Principios fisicos del tratamiento térmico convencional (Pasteurizacion)

(Torrenegra-Alarcon et al., 2020) ..........oooiiiiiiiiiii 7
1.4.4.2 TIpOS d€ PASLEUINZACION. .....uueeiiiieeeiiiiiiiiiiie e ettt e e e e e e a e e e e e nneeeees 8

(07 =1 1 16 | I @ 12O 10
2. METODOLOGIA ..ottt et e et e e e e e e e e 10
2.1 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA VIABILIDAD DE LOS VIBRIOS .....ovviivieienenienen. 10
2.2 PASTEURIZACION EN CULTIVO DE ARTEMIAS ..uitieninieietneeeeetenseeenseesnseseasnsesensnsenens 11



(07 =] [ U0 < TS ORRRRRORRRRI 13

3. RESULTADOS Y ANALISIS ..ottt 13
3.1 COMPORTAMIENTO DE VIBRIOS CONTRA PASTEURIZACION. ..uiueiei e eeeeeeeeeeeaeeeeaens 13
3.2 PASTEURIZACION EN CULTIVO DE ARTEMIAS ... uiutiieete et ee e eae e e e e eeeenseneeneeneens 13

3.3 COMPARACION DE DESINFECCION DE ARTEMIAS MEDIANTE PASTEURIZACION Y EL USO

DE ACEITES ESENCIALES A DOSIS MICROBICIDAS ... utut ettt tstnteeinenttatnesss s tnsneassenresrneneees 15
3.4 ANALISIS DE COSTO aiuiteninieteae et e e e et e e e ee ettt e e et e e e e e et e e e e e e e e e e ee e e eeens 16
3.4.1 Artemias €N larVICUITUIA .....ounee e 16
3.4.2 Implementaciéon de un sistema de pasteurizacion ................ccceeevvvvvviieeeeennn. 17
3.4.3 Quimicos usados en larviCUltUra.............cooeeeiiiiiiiieiiiic e 18
(07N =1 11 6 | @ TP RO 19
4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ..., 19
4.1 CONCLUSIONES. . ettt e e ettt 19
4.2 RECOMENDACIONES .. ettt ettt et eaeens 19
BIBLIOGRAFIA .. ..ottt et e et e e e et e e et e e e et e e et eeeeeeens 21



ABREVIATURAS

AHPND  Necrosis Hepatopancreética Aguda

IDFA International Dairy Foods Association
OPS Organizacion Panamericana de la Salud
FAO Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura

CENAIM Centro Nacional De Acuicultura E Investigaciones Marinas
AM Agar Marino

TCBS Tiosulfato Citrato Bilis. Sacarosa

TSA Tryptic Soy Agar

UFC Unidad Formador de Colonia



ml
°C

mg

uL

Vibrio

Mililitro

Grados centigrados
Miligramo

Litro

gramo

Microlitro

SIMBOLOGIA

Vi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1 Tiempo vs temperatura en el proceso de pasterizacion FUENTE: (SAMMIC,
£ 1) P 7
Figura 1.2 Representacion conceptual de los mecanismos de transferencia de calor: A.
Conveccion; B. Conduccion; C. Radiacion FUENTE: Espinoza-Saavedra et al., 2011...8
Figura 3.1 UFC de Vibrios observados en placas de medio TSA al 2% NaCl en 24 horas
(* VH: V. harveyi; LM: V. campbellii; BA: V. parahaemolyticus)..........cccccceceeeiiiieeeeeennnns 13
Figura 3.2 UFC/g de vibrios observados en placas de medios de cultivos agar marino
(AM) y tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS). .....cccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 14
Figura 3.3 UFC/g de Vibrios observados en placas de medios de cultivos agar marino
(AM) y tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS), 24 Horas post cosecha........................ 15

Vil


file:///D:/Mis%20Documentos/Materia%20Integradora/Proyecto%20integrador%20final.docx%23_Toc63690689
file:///D:/Mis%20Documentos/Materia%20Integradora/Proyecto%20integrador%20final.docx%23_Toc63690689

INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1 Tabla de pasteurizaciéon de lacteos Fuente (International Dairy Foods
ASSOCIALION, S.1.) 1ot e 9
Tabla 2.1 Temperaturas y tiempos expuestos las muestras de Vibrios......................... 10
Tabla 3.1 Costos de productos quimicos comunmente usado en la decapsulacion y
desinfeccion de de Artemia (Aveiga & Pineda, 2020)..........cccuuiiieiiiiiiniiiiiiiiiieeee e 18
Tabla 3.2 Costos de productos quimicos para la camaronera A en la decapsulacion y

AeSINTECCION A AITEIMIAS ...eeneee e e e 18

VI



1.

CAPITULO 1

INTRODUCCION

La acuicultura es la practica de produccién de especies acuaticas de rapida
expansion en el mundo para el consumo de una poblacién que crece a pasos
acelerados (FAO, 2020; Subasinghe et al., 2001). En América latina la principal
produccion acuicola es la tilapia (Oreochromis niloticus), la trucha (Oncorhynchus
mykiss) y el camaron (Ponce-Palafox et al., 2006). Para los organismos acuicolas
el uso de alimentos vivos (fitoplancton y zooplancton) en las primeras etapas son
esenciales tanto por su contenido de micro y macronutrientes, (Radhakrishnan et
al., 2019), como por las preferencias alimenticias de los organismos cultivados. La
Artemia es el principal alimento usado gracias a su facil manejo y cultivo, y sus
perfiles nutricionales (Phelps, 2010). También es usada como via de suministro de
acido ascoérbico (Akbary et al.,, 2011), probidticos (Seenivasan et al.,, 2012),
medicamentos como antibidticos (Nkambo et al.,, 2015) y otros suplementos
alimenticios como acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico
(DHA) para los peces (K. Han et al., 2000). Desafortunadamente, durante la
eclosion, la Artemia genera un medio rico para el crecimiento de bacterias (Raman,
2017), y puede transferir una gran poblacion de estas a los tanques de larvas de

peces y camarones.

En la acuicultura las enfermedades bacterianas pueden afectar la tasa de
crecimiento, la supervivencia y directamente a una pérdida de inversion, de tiempo,
trabajo y alimento (Halet et al.,, 2007). La mayoria de las enfermedades son
causadas por bacterias Gram negativas del género Vibrio, Aeromonas,
Pseudomonas, Tenacivaculum y photobacterium, y bacterias Gram positivas como
Streptococus. Se tienen registros de que la mayoria de bacterias que crecen en los
cultivos de Artemias son del género Vibrio (Conceicéo et al., 2010). Por este motivo,
el alimento vivo proporcionado no debe ser vector de ningun patégeno, por ende,
la desinfeccion es necesaria (Sahul Hameed & Balasubramanian, 2000). La FAO,
(2011) sugiere el manejo de hipoclorito para la desinfeccion de Artemias luego de
su decapsulacion, aunque el uso de permanganato de potasio (KMnO4) y Sulfato



de cobre (CuSO4) (Pati & Belmonte, 2003), también sirve para el mismo propadsito.
En paises donde el empleo de medicamentos en productos de uso alimentario no
esta prohibido o regulado, se maneja una gran cantidad de antibiéticos, lo cual
causa resistencia en las bacterias, con el riesgo de transferencia horizontal de
plasmidos de resistencia en bacterias patdégenas (Interaminense et al., 2014). El
uso de nuevas técnicas para la desinfeccion que sean amigables para la acuicultura
y el medio ambiente es el enfoque central de este estudio. La pasteurizacidon es una
estrategia muy utilizada para esterilizar varios productos de uso alimenticio como
la leche y juegos embotellados. La pasteurizacién asegura la calidad del producto
al mismo tiempo que lo esteriliza. En este proyecto, se evaluara la pasteurizacion
como estrategia de esterilizacion de nauplios de Artemia, para consumo de larvas

de camaron.

1.1 Descripcion del problema

En la acuicultura se usa la Artemia como principal alimento para peces y camarones
debido a su facilidad de cultivo, y por poseer un buen perfil nutricional. los estudios
han demostrado que la glicerina generada durante la eclosion es el medio idéneo
para el crecimiento de bacterias del género Vibrio, lo que genera que la Artemia se
convierta en un peligroso vector de vibriosis para peces, crustaceos y camarones.
Camarones juveniles, pre-adultos o adultos afectados por Vibriosis, pueden
presentar diferentes signos clinicos segun el grado de severidad de la infeccion.
Estos pueden incluir letargia, nado erratico, pérdida del reflejo de huida, nado hacia
las orillas del estanque, anorexia, intestino vacio, coloracion rojiza, urépodos rojos,
edema en los uropodos, opacidad del musculo intestinal, perforaciones del

exoesqgueleto, melanizacién de la cuticula o apéndices rojos (Cuéllar-Anjel, 2013).

Por afios se han ensayado varios métodos para la desinfeccién de las Artemias,
como el uso de antibiéticos, pero a largo plazo su empleo ha provocado que los
Vibrios se vuelvan resistentes a los medicamentos como eritromicina, nitrofurazona
y oxitetraciclina (Sahul Hameed & Balasubramanian, 2000). Otro método
recomendado por la Organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacion y la

agricultura es la utilizacion de hipoclorito como lejia o polvo blanqueador. Estos



desinfectantes crean un impacto negativo al medio ambiente. La investigacion de
nuevos métodos para la desinfeccion de Artemias es necesaria en la industria
acuicola que crece afio tras afio, para asegurar que los cultivos no contengan

patdgenos, ocasionando grandes pérdidas economicas a la industria acuicola.

1.2 Justificacion del problema

Se considera que los brotes de enfermedades son una limitante importante para el
desarrollo del sector de la acuicultura, (Subasinghe et al., 2001). La Artemia es el
alimento vivo mas usado en la larvicultura, gracias a su facil manejo y gran aporte
nutricional. El problema radica cuando durante la eclosion se libera glicerina, la cual
sirve de sustrato para el crecimiento de la flora bacteriana, propia de la Artemia,
principalmente bacterias del género Vibrio. Esto convierte a la Artemia en vector
para muchas enfermedades tanto para las larvas de piscinas acuicolas, como para
el consumo humano de mariscos cultivados. Varios métodos de desinfeccion se
han desarrollados, y en el Ecuador el mas usado han sido el uso de compuestos
quimicos, principalmente cloro (10%), Hidroxido de sodio, y formaldehidos. El uso
de pasteurizacion para la eliminacion de patégenos como bacterias y hongos, en
alimentos de consumo humano. Esta practica constituye una alternativa viable para
usar en Artemia como método de desinfeccion. Los alimentos pasteurizados se
conservan por simple refrigeracion. Usar la Artemia pasteurizada evitaria la
congelacion-descongelacién, practica muy utilizada en el cultivo de camarén y que
conduce a la ruptura de los tejidos de la Artemia, propiciando el crecimiento de los
Vibrios que estén presentes en el tanque de cultivo. En maricultura de Bivalvos, se
ha usado este proceso para bajar las cargas bacterianas de Vibrios de las ostras

sin afectaciones algunas a ellas y al medio ambiente. (Andrews et al., 2000).

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Elaborar una metodologia apropiada, para la desinfeccion de Artemia mediante el
método de pasteurizacién, a fin de controlar Vibrios en la larvicultura de especies

acuaticas.



1.3.2 Objetivos Especificos
« Estandarizar un método de desinfeccion de Artemia en base a la
pasteurizacion.
« Evaluar el método de pasteurizacion de la Artemias para eliminacion de
Vibrios comparandolo con otras alternativas de desinfeccion.
« Determinar si la pasteurizacion garantiza la conservacion de la Artemia,

evitando por esta via la congelacion

1.4 Marco teodrico

1.4.1 Especies de Artemiay su importancia en larvicultura

La Artemia es un artrépodo primitivo que tiene un cuerpo segmentado conocido
como toracopodos. Una Artemia adulta mide entre 8 a 10mm y 10 a 12 mm para
machos y hembras respectivamente (FAO, 2011). La reproduccion de Artemia se
da por ovoviviparidad, donde los huevos eclosionan en crias vivas dentro del cuerpo
antes de ser liberados o la oviparidad, donde el metabolismo y el desarrollo
embrionario son detenidos para formar quistes en diapausa (Agh et al., 2009;
Sugumar, 2010). La oviparidad es una estrategia crucial para sobrevivir en
condiciones ambientales desfavorables, donde los embriones permanecen en
quistes, y es en este estado como se comercializa para el uso en larvicultura
(Nkambo et al., 2019). La principal especie que llega al mercado mundial es Artemia
franciscana, proveniente del “Great Salt Lake”. El producto de Asia continental
consiste en una variedad de cepas partenogenéticas de Artemia franciscana y
Artemia sinica. Las cosechas resultantes de la produccién de la Bahia de San

Francisco, pertenecen a la especie A. franciscana (FAO, 2011).

Segun Mechaly et al. (2004), la importancia de la Artemia en los cultivos acuicolas
radica en los nauplios como suplemento proteico o alimento vivo, debido a que
son nutricionalmente adecuados, faciles de obtener como presa movil para
diferentes tallas de camarones o peces, y sencillos para incubar a partir de sus
cistos en estado latente. De acuerdo con Crespo, (1999) y Radhakrishnan et al.
(2020), es un alimento de alto valor nutricional debido a que cubren los

requerimientos de micro y macronutrientes que necesitan las larvas de peces y



camarones en estadios iniciales, por la presencia lipidos y acidos grasos

poliinsaturados esenciales o HUFAs en un 18% y un 50% de proteina.
1.4.2 Vibrios en acuicultura

De acuerdo con Sung et al. (2008), A. franciscana es una de las especies mas
usada como alimento vivo en la larvicultura de peces y mariscos, y esté sujeta a
enfermedades bacterianas que devastan poblaciones enteras y dificultan su uso en
acuicultura. El género Vibrio es reportado exclusivamente como agente infeccioso
en paises productores (B Gomez-Gil et al., 2001). Segun Baker-Austin et al. (2018),
los Vibrio spp. son bacterias gramnegativas comunes en sistemas naturales de
agua dulce, estuarinos y marinos, son responsables de la mayoria de las
enfermedades humanas atribuidas al microbiota natural de los medios acuaticos y
los mariscos; las especies patdgenas mas comunes son Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio harveyiy Vibrio alginolyticus. Sotomayor
et al. (2019), indica que, en Ecuador, se han reportado vibriosis, Sindromes de
Bolitas (Blancas y negras), Sindrome de Zoea, y luminiscencias. En la actualidad,
la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) causado por el Vibrio
parahaemolyticus es el patdgeno mas emergente a nivel mundial. Se ha reportado
gue esta enfermedad puede ser causada por otras especies de Vibrios: V.
campbellii, V. harveyi y V. owensii (J. E. Han et al., 2015). V. parahaemolyticus
habita naturalmente en las aguas costeras y causa gastroenteritis humana asociada
con el consumo de mariscos (Rodriguez et al., 2011). V. vulnificus es un patégeno
comun en aguas estuarinas a diferencia de V. parahaemolyticus, es un patégeno
oportunista, y practicamente todos los casos ocurren en personas con una
enfermedad subyacente. Los factores de riesgo mas comunes son las
enfermedades hepéticas (como la cirrosis o la hepatitis), la diabetes mellitus y las

neoplasias malignas. (Baker-Austin et al., 2018).



1.4.3 Métodos de desinfeccion de Artemias

Nathan & Scobell, (2012) afirma que al momento de la eclosion de Artemias, los
cistos que no eclosionaron se convierten en riesgos patologicos dado que el corion
tiene como compuesto principal la glicerina lo que es un medio idéneo para la
proliferacion de Vibrios. La carga de Vibrios en Artemia, va desde 5x10° UFC/ml
hasta 6,8x10” UFC/ml en el medio natural (Negret Redondo et al., 2008). La FAQO,
(2011) recomienda para la desinfeccion el uso de hipoclorito luego de la
decapsulacion de la Artemia, mientras que Pati & Belmonte (2003), recomienda el
uso de compuestos como: formalina, permanganato de potasio (KMnO4) y Sulfato
de cobre (CuSO4).

El uso de antibidticos es un método muy usado en paises que lo permiten, el exceso
de estos crea resistencia en las bacterias permitiendo la transferencia horizontal de
plasmidos de resistencia entre bacterias patdégenas. (Interaminense et al., 2014).
Karunasagar et al.(1996), mencionan que variantes de Vibrio harveyi encontradas
en sistemas de cultivos en Asia y América latina son resistentes a multiples
antibioticos (MAR). Sahul Hameed & Balasubramanian (2000), reportan que en
cultivos de la India eran resistentes a eritromicina, nitrofurazona y oxitetraciclina.
Existe evidencia de transferencia de genes de resistencia a antibidticos de
patégenos de peces al patdgeno humano Escherichia coli (Cabello, 2006; Sgrum,
2019). Se ha reportado que los genes resistentes a los antibidticos de Vibrio
cholerae asociados con la epidemia de célera de 1992 en América Latina fueron
transmitidos por bacterias resistentes a los antibidticos que surgieron del uso de
antibiéticos a gran escala por parte de la industria camaronera ecuatoriana (Angulo
et al., 2004; Weber et al., 1994).

1.4.4 Pasteurizacion

La pasteurizaciéon es un proceso implementado por Luis Pasteur, cuando observo
gue organismos contaminantes causante de la enfermedad de los vinos podian ser
eliminados aplicando temperatura (OPS, s.f.). Es ampliamente utilizada en

productos liquidos, como la leche, debid a que son excelentes sustratos para el



desarrollo microbiano. Se lleva a cabo entre los 60 y 90 °C, siendo el calor el
responsable de la inactivacion microbiana y la reduccion de la actividad enzimatica.
(Lan et al., 2010). Procesos de calentamiento de agua seguidos por un shock
térmico de frio ha producido una reducida incurrencia de Vibrio vulnificus and V.

parahaemolyticus en cultivos de ostras (Andrews et al., 2000)
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Figura 1.1 Tiempo vs temperatura en el proceso de pasterizacion FUENTE: (SAMMIC, s.f.)

1.4.4.1 Principios fisicos del tratamiento térmico convencional

(Pasteurizacion) (Torrenegra-Alarcon et al., 2020)

En el proceso de pasteurizacion es muy importante considerar los mecanismos de
transferencia de calor. Estos estan relacionados con el cambio de temperatura que
experimenta un cuerpo, de caliente a frio. Existen tres diferentes mecanismos de

transferencia del calor: radiacion, conveccion y conduccion



Conveccion: El calor se transfiere al sélido mediante una corriente de aire caliente
(u otro fluido) (Figura 1.1a).

Conduccién: El calor de evaporacion se proporciona a través de superficies
calentadas (en reposo o en movimiento) colocadas directamente con el material. El
calentamiento de estas superficies se realiza normalmente mediante vapor. (Figura
1.1b).

Radiacién: Es la denominacion que se da a la transmision de la energia a través
del espacio por medio de ondas electromagnéticas. Se basa en la transferencia de
energia radiante para evaporar la humedad del producto. (Figura 1.1c)

Comente de ure Comiente de are
{Vemperatura 1) (Temperatura ) Ssnil> Megavin)
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ANAN

Transmisidn de
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Figura 1.2 Representacion conceptual de los mecanismos de transferencia de calor: A.
Conveccion; B. Conduccién; C. Radiacion FUENTE: Espinoza-Saavedra et al., 2011

1.4.4.2 Tipos de pasteurizacion

El método mas comun de pasteurizacion es a alta temperatura y tiempo corto
(HTST), en el cual se utlizan placas de metal y agua caliente para elevar la
temperatura de al menos 72 °C durante no menos de 15 segundos, seguida de un
enfriamiento rapido. El Higher Heat Shorter Time (HHST) es un proceso similar a la

pasteurizacion HTST, pero utiliza equipos ligeramente diferentes y temperaturas



mas altas durante un tiempo mas corto. Para que un producto se considere ultra
pasteurizado (UP), debe calentarse a no menos de 280°C durante dos segundos.

(International Dairy Foods Association, s.f.)

Tabla 1.1 Tabla de pasteurizacién de lacteos Fuente (International Dairy Foods

Association, s.f.)

Temperatura Tiempo Tipo de pasteurizacion
63°C 30 minutes pasteurizacion LTLT
Pasteurizacion Alta temperatura
72°C 15 segundos _
corto tiempo (HTST)
89°C 1.0 segundos Ultra Pasteurizacién (UP)
90°C 0.5 segundos Ultra Pasteurizacion (UP)
94°C 0.1 segundos Ultra Pasteurizacion (UP)
96°C 0.05 segundos Ultra Pasteurizacién (UP)
100°C 0.01 segundos Ultra Pasteurizacion (UP)
Esterilizacion ultra alta
138°C 2.0 segundos
temperatura (UHT)




CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

El protocolo para la utilizacion de la pasteurizacion como método para la
desinfeccion de Artemias, se desarrolld en 3 pasos. Primero se disefid el
procedimiento para analizar el comportamiento bacteriano del género Vibrio ante la
pasteurizacion a varias temperaturas. Segundo se analizaron los datos obtenidos
con anterioridad a fin de plantear una metodologia de pasteurizacion en Artemias.
Por ultimo, se compar6 con otro método de desinfeccion para establecer cuél de
los dos tenia menos cantidad de UFC de Vibrios por g de Artemia. Los diferentes
procedimientos descritos a continuacion se realizaron en el laboratorio de

bioactividad bacteriana del Centro Nacional de Acuacultura e Investigaciones

Marinas (CENAIM).

2.1 Efecto de latemperatura sobre la viabilidad de los Vibrios

Se evalué el crecimiento de tres Vibrios: V. parahaemolyticus, V. campbellii y V.
harveyi, expuestos a varias temperaturas y tiempos como se detalla en la tabla 2.1.

Luego se procedid a realizar un choque térmico a 4 °C por 5 minutos, después se

cultivaron los Vibrios y se contabilizaron las UFC/ml.

Tabla 2.1 Temperaturas y tiempos expuestos las muestras de Vibrios

Temperatura
Tiempo

50°C

55°C

60 °C

65 °C

70 °C

50 min

55 min

60 min

65 min

70 min




Metodologia aplicada

1. Se prepararon dos medios de cultivos para el crecimiento bacteriano: Difco™
Tryptic Soy Agar (TSA) al 2% de NaCl y Difco™ LB Broth, Miller al 2% de
NacCl.

2. Las tres cepas de Vibrios que estaban en criogenia a -80°C fueron
descongelados y cultivados por agotamiento en el caldo de TSA. Colonias
individuales de cada Vibrio, fueron transferidos a otras cajas con TSA y
cultivados por 24 horas a 28°C, posteriormente una colonia individual fue
transferida a diferentes tubos de caldo LB, crecidos por 6 a 8 horas hasta
alanzar una densidad de 108.

3. Se afadié 1ml del medio LB en tubos Eppendorf rotulados con el nombre de
cada bacteria, la temperatura a la cual fue expuesta, y el tiempo

4. En un mezclador vortex con plataforma para microtubos con calentador se
procedio a elevar la temperatura de cada muestra a un tiempo especifico.
Luego de esto se realiz6 un choque térmico a 4 °C en un congelador por 5
minutos, completando asi el proceso de pasteurizacion.

5. Por ultimo, de cada muestra se realizé la siembra en cajas petri con medio
TSA mediante la técnica de barrido con un asa circular. Posteriormente las
cajas se incubaron a temperatura de 28°C por 18 — 24 horas, hasta observar

y contar las UFC.

2.2 Pasteurizacién en cultivo de Artemias

Se procedi6é a experimentar la pasteurizacion variando la temperatura y tiempo de
exposicion para obtener datos de UFC/g de Vibrios y poder compararlos con las
muestras iniciales. Se tomo como referencia un estudio de pasteurizacion en

bivalvos en donde se elimind la mayor cantidad de V. vulnificus.

Las temperatura y tiempos escogidos para la pasteurizacion de Artemias fueron
seleccionados de los datos de efecto de la temperatura sobre la viabilidad de los
Vibrios cultivados. Se selecciono tres temperaturas, 60°C, 65°C y 70°C, por un

tiempo de 20 minutos y luego un choque térmico a 4°C por 5 minutos.
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Metodologia aplicada

1. Se realizaron dos cultivos de Artemias rotulados como Cono 1y Cono 2, los
cuales se mantuvieron en condiciones estables en cuanto a oxigeno (7 ppm),
temperatura (35°C) e iluminacion constante (2000 lux), por 24 horas., luego
de la decapsulacion se cosecharon y se guardaron en tubos falcon
esterilizados y rotulados.

2. De la cosecha del cono 1 se pesaron 500 mg de Artemias en 3 tubos
eppendorf, y se rotularon con las temperaturas 60°C, 65°C y 70°C, indicando
el nimero de réplica, R1. Se realizo lo mismo con las Artemias del cono 2,y
se rotul6é con las mismas temperaturas y R2. Se colocaron 500 mg en otro
tubo eppendorf y se rotul6 como muestra control.

3. Se procedid a colocar las muestras de 60°C en el mezclador vortex con
plataforma para microtubos con calentador, por un tiempo de 20 minutos.
Luego se realizé un choque térmico a 4°C en la nevera por 5 minutos. Se
repitié el mismo procedimiento para cada temperatura antes descrita.

4. En una cabina de flujo laminar clase 2, las muestras fueron maceradas con
un macerador plastico esterilizado. Cada muestra fue colocada en 5 ml de
solucién salina estéril (NaCl a 2%) y se realizaron diluciones seriadas de
1/10 de cada muestra, haciendo uso de una micropipeta de 1000 ml.

5. Cada muestra fue diluida hasta 102 en solucién salina estéril, para luego
proceder a colocar 100 ul en los medios de cultivos preparados previamente,
los cuales fueron Agar Marino (AM) y tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS)
ambos con un 2% de NaCl. Cada dilucion fue colocada en cada medio de
cultivo AM y TCBS haciendo un replica en de cada dilucién.

6. Los 100 pl de cada muestra se sembraron mediante la técnica de barrido de
superficie con el asa de Drigalsky. Y se incubaron a temperatura de 31°C
por 24 horas.

7. Después de 24 horas se contabilizaron las UFC

8. Se realizo el mismo procedimiento desde el paso 2 con las muestras de

Artemias de 24 horas post cosecha previamente congeladas.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Comportamiento de Vibrios contra pasteurizacion.

Se realizo cultivo de Vibrio harveyi (VH), Vibrio campbelli (LM) y Vibrio
parahaemolyticus (BA), debido a que estos Vibrios son los causantes de muchas
enfermedades en cultivos de camarones y peces, siendo V. parahaemolyticus el
causante de una de las enfermedades mas letales en camarones. Este Vibrio causa
la necrosis hepatopancreatica aguda. Si se observa la figura 3.1 que ilustra el efecto
de la pasteurizacion en los Vibrios a diferentes temperaturas y tiempos, se puede
notar que, a los 50°C hay crecimiento de las 3 bacterias al ser sometidas solo por
5 minutos, aunque a partir de los 10 minutos no hay presencia del V. Harveyi, pero
si de los otros dos hasta los 30 minutos expuesto a calentamiento. En las muestras
de Vibrios expuestas a 55°C vemos que aun hay crecimiento bacteriano, pero a los
30 minutos de exposicién, ya no aparece ningun cultivo de Vibrio. A partir de los
60°C por un tiempo de 10 minutos, decrecen el numero de UFC de Vibrios hasta
los 70°C. Dado estos resultados se modelo el procedimiento experimental de

pasteurizacion para las Artemias como se detalla en la seccion de metodologia.

I I I B 5min ®10 min ®20 min 30 min

50°C 55°C 60"(; 65°C 70°C
Tratamiento

Figura 3.1 UFC de Vibrios observados en placas de medio TSA al 2% NaCl en 24
horas (* VH: V. harveyi; LM: V. campbellii; BA: V. parahaemolyticus).
3.2 Pasteurizacion en cultivo de Artemias



Se evalué la pasteurizacion de Artemias a las siguientes temperaturas 60°C, 65°C
y 70°C por 20 minutos seguido de un choque térmico a 4 °C por 5 minutos. Como
se puede observar en la figura 3.2, en el medio TCBS, a partir de los 65°C no se
observa crecimiento bacteriano, igual que a los 70°C. Resultados similares a los
obtenidos en la pasteurizacion de los Vibrios solos. En el medio AM, si hubo

crecimiento bacteriano en todas las temperaturas, donde se visualiza la presencia

de otros géneros de bacterias resistentes a temperaturas de hasta 70°C.

1,00E+07
mAM m TCBS

60°C 65°C 70°C

Tratamiento

1,00E+06
1,00E+05

801,00E+04

O

[N

-]

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00
Control

Figura 3.2 UFC/g de vibrios observados en placas de medios de cultivos agar
marino (AM) y tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS).

Luego de 24 horas post cosecha de Artemias se realiz6 el mismo método de
pasteurizacion, obteniendo resultados algo similares a los realizados en Artemias
apenas cosechadas, donde a partir del tratamiento a 65°C no se observa
crecimiento de Vibrios y bacteria alguna en medios de agar marino y TCBS, se
concluy6 que las Artemias que estuvieron bajo refrigeracion se le puede realizar
este procedimiento para la desinfeccion de bacterias del género Vibrio como se
observa en la figura 3.3.
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1,00E+06
B AM B TCBS

1,00E+05

1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

Control 60°C 65°C 70°C
Tratamiento

UFC/g

Figura 3.3 UFC/g de Vibrios observados en placas de medios de cultivos agar
marino (AM) y tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS), 24 Horas post cosecha

3.3 Comparacion de desinfeccién de Artemias mediante pasteurizacion vy el

uso de aceites esenciales a dosis microbicidas

Se realizaron 3 cultivos de Artemias en base a la investigacion de Aveiga Perea &
Pineda Parra, (2020) con el uso de aceites esenciales como método para
desinfeccién de Artemias, se us6 los 3 aceites esenciales recomendados por ellos.
Las UFC gue se observan en la figura 3.4 obtenidas se compard con el poder
bactericida de la pasteurizacion en Artemias, observandose que el uso de aceites
esenciales no tuvo gran incidencia sobre la proliferacién de bacterias en cultivos
realizados en agar marino y TCBS. Comparando los datos obtenidos en la muestra
Control del grafico 3.2 y de los datos del grafico 3.4 observamos cantidades entre
10 y 107 UFC de bacterias en la muestra control, las cuales se parecen a las
obtenidas en TO mientras en T1 y T2 vemos que decrementan la cantidad de UFC
de Vibrios, pero aun son cantidades muy altas de patégenos que pueden afectar a

los cultivos.
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AM

Figura 3.4 Crecieminto bacteriano en medio de cultivo agar marino (AM) y tiosulfato

B EOOregano MWEO Canela ®WEO Tomillo

TCBS AM TCBS AM TCBS

UFC/g

TO T1 T2

citrato bilis sacarosa (TCBS), en tres tiempos destinos. TO, momento al colocar los aceites
esenciales en cultivos de Artemias. T1, post cosecha del cultivo 3 horas después de colocar los

aceites esenciales. T2, 24 horas post cosecha de Artemias con aceites esenciales.

3.4 Andlisis de costo

3.4.1 Artemias en larvicultura

Se empezO6 con una investigacion en centros de larvicultura sobre la cantidad de
Artemias que se cosechan y se usan para la alimentacion en la produccién de larvas
de camarones con duracion aproximada de 17 dias. Los laboratorios de larvicultura
ya no realizan este procedimiento de siembra y cosecha de Artemia. Lo que hacen
es comprar las Artemias ya decapsuladas, ya sea congeladas o en suspension
criogénica, por lo cual se investigd también en una compairiia de venta de Artemias.
Laboratorio A
Compran bandejas de 800 g. de Artemias eclosionadas de 1kg de quistes donde
en cada gramo hay aproximadamente 81250 Artemias vivas. Usan 369 bandejas
para una produccion de 87 millones de larvas de camardén en un ciclo de

produccion que dura aproximadamente 17 dias. Entonces usan 295,2 Kg de
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Artemias por produccion. Al dia el valor usado promedio es de 17,36 Kg de

Artemias

0,800 Kg x 369 bandejas = 295,2 Kg
2952Kg +~17 = 17,36 Kg

Laboratorio B

Compran Artemias en suspension criogénica y usan 2,26 Kg de Artemias por
millén de larvas, en una produccion de 16 dias obtienen aproximadamente 45
millones de larvas de camarones. Asi que usan 102,05 Kg de Artemias por

produccion

2,26 Kg ~ 45 = 102,05 Kg

Empresa comercializadora de Artemia

Esta empresa se encarga de vender bandejas de Artemias vivas a los laboratorios.
La empresa labora de lunes a domingo y usan su propio protocolo para la siembra
Al cabo de 12 horas, las Artemias estan en Instar 1, lista para la cosecha y
distribucién. Al mes obtienen aproximadamente 30000 Kg de Artemias vivas. Asi
que al dia producen aproximadamente 1000kg de Artemias.

3.4.2 Implementacién de un sistema de pasteurizacion

Para la implementacion de una planta de pasteurizacién a mediana escala donde
se use el método de pasteurizacion cada vez que se dara de alimento a las larvas
de camarones, se debe implementar una maquina de bafio maria, de 13 litros
donde entraran alrededor de 11 a 12 Kg de Artemias. Si usan 17Kg por dias
aproximadamente, se puede realizar varias sesiones de 1 hora debido a que el
proceso solo demora 20 minutos. La maquina que se cotizo esta en un precio de
$336 dolares americanos, cuenta con un sistema que regula la temperatura
deseada con un margen de error de £0.3°C. Para el shock térmico se puede usar
la refrigeradora donde guardan las Artemias, debido a que comprar una nueva
nevera que sea solo para realizar el shock térmico seria un inutil gasto de energia

al estar prendida sin dar uso.
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3.4.3 Quimicos usados en larvicultura

Datos recientes obtenidos de la investigacidon de Aveiga & Pineda, (2020) de
costos de quimicos usado en larvicultura en Ecuador, se detallan en la tabla 3,1.
Podemos observar el precio total que se usa de compuesto quimicos por
kilogramo de Artemia cosechada, en la tabla 3,2 podemos ver el costo total si el
laboratorio A usara compuestos para la desinfeccion de Artemias luego de la
cosecha. Si comparamos el precio de una maquina de bafio maria con el hidréxido
de sodio, a pesar de que es mas cara la maquina, el costo estaria cubierto con 4
producciones de larvas de camarones sin gastos en quimicos y contaminacion al

medio ambiente, siendo una inversién a largo plazo.

Tabla 3.1 Costos de productos quimicos cominmente usado en la decapsulacién y
desinfeccion de Artemia (Aveiga & Pineda, 2020)

Cistos
: - : Total de
Productos quimicos | Dosificacion $/L - kg Artemias Costo total
compuesto
(Kg)
Cloro (10%) 5ml/ g $1.10 1 $4,84 $5.32
Hidroxido de sodio 0.7 /g $7.00 1 $699,6 $4.90
Formaldehido 10 ml/L $15.00 1 $4,84 $72.6

Tabla 3.2 Costos de productos quimicos parala camaronera A en la decapsulacion y

desinfeccién de Artemias

Costo total
Costo total
Productos quimicos (ka) Camaronera
g
A (Kg)
Cloro (10%) $5.32 $92,42
Hidroxido de sodio $4.90 $85,16
Formaldehido $72.6 $1260,33
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se estandarizo un procedimiento adecuado para la desinfeccion de Artemias en
centros de larvicultura, donde luego de la cosecha no se utiliza ninglin compuesto

quimico como formaldehidos.

La pasteurizacion como método de desinfeccion de Artemias demostré ser un
meétodo eficaz como tratamiento para la eliminacion de Vibrios potencialmente
patogénicos, que pueden infectar cultivos de larvas de camarones o peces. La
metodologia consiste en el calentamiento de las Artemias a una temperatura de

65°C por 20 minutos realizando un choque térmico a 4°C por 5 minutos.

Se comparo la metodologia de pasteurizacién con una metodologia descrita en otro
proyecto de tesis de ESPOL, realizada en CENAIM en 2020. donde se uso aceites
esenciales como agente bactericida, resultando més eficaz la pasteurizacion tanto

para Artemias recién cosechadas como para las guardadas en refrigeracion.

Se concluye que el método de pasteurizacién es eficaz y sumamente barato
comparando con los compuestos quimicos usados reiteradamente en centros de
larvicultura que aun producen su propia siembra y cosecha de Artemias. También
es relativamente ecoldgico ya que solo usa energia eléctrica para funcionar sin
contaminar suelo o rios con compuestos quimicos como hidréxido de sodio o

formaldehido.

4.2 Recomendaciones
Se recomienda seguir la investigacion en las larviculturas y en las piscinas donde
se siembren larvas alimentadas con Artemias pasteurizadas, con el objetivo de ver

si hay un efecto benéfico sobre las vibriosis.



Se deben investigar las especies de bacterias resistentes a la temperatura que
crecieron en el agar marino luego de la pasteurizacion a temperatura de 65°C. Esto
es importante debido a que se desconoce su naturaleza, podrian ser inofensivas

para el camardn, pero tener otras aplicaciones biotecnoldgicas.
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