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RESUMEN

Esta investigacion tiene la finalidad de proponer un protocolo de seleccién e inclusion
de aceites esenciales (EOs) para el cultivo de camaron blanco (Penaeus vannamei) para
mejorar la supervivencia en las etapas productivas, reduciendo asi la incidencia de
infecciones bacterianas del género Vibrio spp, ademas de ser una alternativa amigable
con el medio ambiente al incorporar quimiotratamientos de bajo impacto ambiental. El
desarrollo de este proyecto se baso en el analisis bibliografico, donde se utilizarén los
siguientes criterios para evaluar las mejores alternativas, tales como: 1) Intentificacién
de propiedades bioguimicas de los EOs, 2) vias de administracion, 3) toxicologia, 4) y la
actividad nutracéutica al ser incorporado en el alimento balanceado. Después de haber
realizado la evaluacion de los criterios se determino que los aceites esenciales obtenidos
del arbol de té (EOMa) y orégano (EOOv) son los que poseen mayor bioactividad
(antimicrobiana y efectos sobre el quorung sensing) de bacterias de impacto para la
acuicultura necesitando una menor concentracién para obtener el mismo o mayor efecto
gue el resto de los aceites esenciales revisados bibliograficamente. Finalmente, es
importante recalcar que este protocolo puede ser utilizado en cualquiera de las etapas
productivas del camardn blanco (Penaeus vannamei) debido que ha sido pensado para
juveniles y adultos. Demostrando ser una alternativa sustentable y eficiente para el
control de enfermedades bacterianas que cada vez toman mas auge dentro de la

industria acuicola.

Palabras clave: Aceites esenciales, compuestos bioactivos, Vibrios, propiedades

bioquimicas.



ABSTRACT

This research aims to propose a protocol for the selection and inclusion of essential oils
(EOs) for the cultivation of white shrimp (Penaeus vannamei) to improve survival in the
production stages, thus reducing the incidence of bacterial infections of the genus Vibrio
spp, as well as being an environmentally friendly alternative by incorporating low
environmental impact chemotherapies. The development of this project was based on
bibliographic analysis, where the subsequent studies were used to evaluate the best
alternatives, such as 1) Attempted biochemical properties of EOs, 2) administration
pathways, 3) toxicology, 4) and nutraceutical activity when incorporated into the feed.
After the evaluation of the criteria, it was determined that the essential oils obtained from
the tea tree (EOMa) and oregano (EOOv) are those with the most significant bioactivity
(antimicrobial and effects on quorum sensing) of aquaculture-impacting bacteria requiring
a lower concentration to obtain the same or more significant impact than the rest of the
essential oils reviewed bibliographically. Finally, it is relevant to emphasize that this
protocol can be used in any of the productive stages of the white shrimp (Penaeus
vannamei) because it has been designed for juveniles and adults. It was proving to be a
sustainable and efficient alternative for controlling bacterial diseases that are increasingly

taking hold within the aquaculture industry.

Keywords: Essential oils, bioactive compounds, Vibrios, biochemical properties.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Debido a la creciente demanda de alimentos y crecimiento poblacional mundial, la
acuicultura surge como la unica alternativa sostenible para asegurar el alimento en el
futuro [1]. Por ejemplo, en el 2016 se produjeron 110.2 MMT (Millones de toneladas) y la
acuicultura represento el 51,5% [2] para el afio 2018, se produjo 114.5 MMT (53 % por
acuicultura) y se prevé que para el 2030 la produccién mundial de acuicultura aumente
hasta el 63% del total mundial de productos del mar [3]. En Latinoamérica, la
camaronicultura representa una fuente de ingresos para los distintos paises productores,
con marcada notoriedad para Ecuador, donde la produccién ha crecido de forma
acelerada y sostenida en los ultimos 10 afios, convirtiéendolo en el primer producto no
petrolero del pais [4], que aun cuando la produccién mundial del camarén representa el
cuarto lugar en volumen de produccion mundial, es el segundo en valor de produccion y

es justo alli donde destaca su relevancia [3].

Uno de los desafios mas grandes que enfrenta la camaronicultura son las enfermedades
emergentes, generalmente producidas por virus, hongos, parasitos y bacterias, estas
ultias con enfasis en el género Vibrio [5]. Ejemplo del impacto que pueden generar las
enfermedades emergentes, fue la crisis camaronera del afio 2000 en Ecuador, cuando
el virus de la mancha blanca (White Spot Syndrome Virus, WSSV) provocé pérdidas del
70% al 95% de la produccion con repercusiones catastroficas en las exportaciones, lo
gue represento una crisis econdémica no solo para Ecuador, sino; para muchos paises
de América Latina [6]. Se estima que las pérdidas monetarias por esta enfermedad hasta
la actualidad serian de 10.000 millones USD aproximadamente [7]. Mas recientemente
en Asia, entre el afio 2009 — 2012, la produccion de camardn tuvo una reduccion de 3,35
MMT a 3,01 MMT por la aparicion de una nueva enfermedad que es el Sindrome de
Mortalidad Temprana (EMS) [8]. Afectando varios paises como China, Tailandia, Malasia

y otros.

Actualmente el protocolo utilizado para el tratamiento de enfermedades se basa en la
aplicacién de antibiéticos, que ayudan a controlar y disminuir la presencia de patdégenos
en los cultivos, aunque su uso indiscriminado produce un alto impacto ambiental por la

incorporacion de quimicos a los cuerpos naturales de agua y resistencia bacteriana a
1



través de presion selectiva. El exceso de medicamentos y la no suspensién a tiempo,
provoca que el tejido del camardn contenga restos de antibiético, 1o que podria ser téxico,
no solo para el animal sino; para el ser humano y el ambiente, ademas de contener trazas

gue afectan su exportabilidad [9].

Otro problema asociado a los antibiéticos, es que no son asimilados y son enviados al
ambiente a través del alimento que no fue ingerido o restos fecales, convirtiéndose en
alimento de organismos detritivoros o especies de organismos que se encuentran en los
sistemas de cultivo [10], aumentando la posibilidad de que estas trazas de antibiéticos
alcancen otro tipo de organismos patégenos y estos se vuelvan resistentes, generando
brotes de enfermedades nuevas o reemergentes. Debido a esto y la tendencia en la
busqueda de procesos mas sustentables que permitan reducir el impacto de la
acuicultura, se estan explorando alternativas en el control de enfermedades, mediante el

uso de probiodticos, acidos organicos, extractos naturales y aceites esenciales.

En los ultimos afios, los extractos naturales han generado un gran interés en la industria
acuicola, por ejemplo, los extractos de plantas como antimicrobianos bloquean la
transcripcion de virus o patégenos [11], las macroalgas poseen carotenoides que
generan una accion antioxidante y antiinflamatoria en los organismos [12]. Mientras que
los aceites esenciales han logrado demostrar que mejoran la salud de los organismos,
reducen los niveles de estrés y ayudan en el crecimiento 6ptimo de los camarones, como
se demuestra en el estudio de Dominguez, donde se probé la actividad inhibidora de
deteccién de quérum sensing (QS) de cuatro aceites esenciales en ensayos in vitro con
analisis en larvas de camaron y ensayos in vivo controlando la vibriosis en postlarvas
(PL8) de Penaeus vanammei, mostrando que estos EOs son ideales para reducir las
enfermedades provocadas por Vibrios sp. y mejorar el rendimiento de los cultivos de

camaron. [13]

La intencién de este trabajo es dirigir refuerzos hacia el desarrollo de protocolos para el
uso de aceites esenciales y proponer usos que mejoren la efectividad del uso sinérgico

de EOs en el control de enfermedades de impacto para la camaronicultura.



1.1. Descripcién del problema

En la actualidad los antibidticos en la acuicultura se utilizan para contrarrestar
enfermedades bacterianas en especial las producidas por Vibrios sp. debido a su impacto
(muchos de estos producen mortalidades del 90% tanto en postlarvas como juveniles)
[5]. Aunque se ha demostrado que los compuestos quimioterapéuticos de alto riesgo
ambiental (antibioticos) provocan dos grandes problemas: 1. Resistencia antimicrobiana
a los antibidticos y el 2. Liberacién de residuales quimicos al ambiente, aln se siguen

siendo la principal herramienta en el control de enfermedades [14].

Recientemente la regulacién del uso de antibiéticos implementada en la camaronicultura,
deja en evidenciando la necesidad de encontrar nuevas alternativas para el control de
enfermedades y que a su vez sean amigables con el ambiente. El uso de productos
naturales de plantas como los aceites esenciales son una buena opcién, porque generan
bajo impacto ambiental y no producen resistencia bacteriana, ademas se ha demostrado
gue reducen el estrés en los organismos, mejoran el sistema inmunologico y disminuyen

la presencia de patégenos en el medio.

1.2.  Justificacion del problema

La implementacion de productos organicos como los aceites esenciales (EOs) ha
demostrado mejoras en las condiciones de salud y tasas de supervivencia diferentos
tipos de organismos en la acuicultura [15]. Y que ciertos EOs sirven como preventivos
de enfermedades infecciosas, lo cual pueden ser una estrategia prometedora para la
reduccion del uso de antibidticos convencionales en la actividad acuicola [16], ya que
estos constan con propiedades bioquimicas como antimicrobianos, antioxidantes y
antivirales [17].

Por lo que en este estudio se propondré un disefio de protocolo de seleccion y aplicacién
de aceites esenciales para dilucidar si existe un efecto inhibitorio en el crecimiento de

bacterias Vibrios spp. de impacto para el cultivo de camaron blanco (Penaeus vannamei).



1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general
e Disefar un protocolo de aplicacién y seleccion de aceites esenciales, con
probado efecto benéfico en el control de enfermedades en el camarén blanco

(Penaeus vannamei).

1.3.2. Objetivos especificos

« lIdentificar los mejores aceites esenciales en base a su efecto y rango de accion
para optimizar la produccion de camardén blanco (Penaeus vannamei).

« ldentificar las mejores formas de inclusién de los aceites esenciales segun sus
propiedades y la fase de cultivo objetivo en la producion de camarén blanco
(Penaeus vannamei).

« Desarrollo de una propuesta de protocolo para la aplicacién individual y mezcla
de los aceites identificados con mayor potencial para reducir el uso de

antibioticos en el cultivo de camarén (Penaeus vannamei).

1.4. Marco tedrico

1.4.1. Camaronicultura

La camaronicultura nace en Japon en 1993 basado en el estudio del camardn tigre
(Penaeus japonicus) para su produccion en cautiverio [18], y desde entonces ha ido
creciendo en tecnologia hasta lo que implica el manejo de la capacidad de carga en
porcesos altamente eficientes y rentables. Actualmente la produccion de camardn
predomina en paises Asiaticos como China, Tailandia, Vietnam, Indonesia e India, que
son los mayores exportadores de camardén en el mundo, aunque tambien los mas
afectados por brotes de enfermedades, en el afio 2015 sus producciones se vieron
afectadas por una nueva enfermedad ocasionando grandes pérdidas con una
disminuciéon sostenida del 6% hasta el 2016, donde las producciones incrementaron
debido al control parcial de estas enfermedades (Figura 1.1). [19]
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Figura 1.1 : Proyeccion de los productores de camarén en el mundo. Fuente: [8]

En América Latina los paises pioneros en la produccion fueron México y Ecuador,
ademas de Brasil, Honduras, Nicaragua y Venezuela con producciones de 676,000 MT

en el 2015, y proyecciones para el 2020 de 1IMTM para America Latina, con Ecuador
como el principal aportante (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Paises productores de camar6én en América Latina, Fuente: [8]

Ecuador es el mayor productor de América Latina y el tercero a nivel mundial, con un

mercado orientado a regiones como Europa y Asia. [8]

1.4.2. Enfermedades

Segun el simposio de acuicultura, titulado desafios sanitarios 2021, uno de los factores
limitantes para la produccién de camaron a nivel mundial son las enfermedades, estas
pueden ser de origen bacteriano, viral, fingicas y parasitarias. Las enfermedades se
clasifican en emergentes y remergentes, las cuales afectan los cultivos de camaron
desde la etapa larvaria hasta engorde (Tabla 1).



Tabla 1.1 Principales patologias asociadas al cultivo de camarén blanco (P. vannamei).
Fuente: [20]

Patologias Ciclo productivo
Fase larvaria Fase de engorde

Sindrome de las bolitas blancas X
Sindrome de Zoea ll X
Virus de la mancha blanca (WSSV) X X
Micosis larvaria X
Bacterias extracelulares: Vibriosis X X
Necrosis hepatopancreatica aguda (NHP) X X
Sindrome de la mortalidad temprana (EMS) X X
Virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y X X
hematopoyética infecciosa (IHHNV)
Baculovirus penaei (BP) X X
Gregarinas X
Metazoarios (Cestodos, nematodos y X
trematodos)
Epicomensales X
Virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV) X X

1.4.2.1. Las enfermedades emergentes

Son aquellas infecciones que aparecen recientemente en la poblacion, con mayor
incidencia a nivel mundial y causantes de mayores tasas de mortalidades en los
cultivos de camaron [21].

1.4.2.2. Enfermedades remergentes:

Son aquellas que resurgen en un lapso, es decir enfermedades que redujeron su
incidencia o aparentemente parecian erradicadas y reaparecen con resistencia a los
guimiotratamientos utilizados, lo cual representa el mayor riesgo del uso de antibidticos
[22].



1.4.3. Vibriosis

Es una de las enfermedades mas problematicas en acuicultura, producida por bacterias
gram negativas extracelulares, causantes de mortalidades en los cultivos de camarones
Peneidos. En los estadios larvarios del camaroén la patogenicidad de los Vibrios pueden
tener un mayor impacto que en juveniles debido a la diferencia en la susceptibilidad que

en juveniles y adultos [23].

Esta enfermedad es capaz de producir mortalidades que representan mas del 95% de la
produccion, y se debe a problemas relacionados con la mala calidad de agua, altas
densidades en los sistemas de cultivo, variacion de temperaturas (principalmente cuando
la temperatura es muy elevada), disminucion de oxigeno disuelto y un mal recambio de

agua [24].

1.4.4. Métodos para control de enfermedades

Hoy en dia existe la necesidad de controlar patologias de caracter infeccioso contagioso
las cuales representan la mayor amenaza en la crianza de organismos acuaticos. Estas
enfermedades se pueden dar por bacterias, hongos, virus y parasitos. Para ello es
necesario intervenir, tempranamente previniendo mediante alternativas eficientes
(probidticos, prebioticos, antibidticos, acidos organicos, aceites esenciales, entre otros)

la propagacion de enfermedades en los sistemas de cultivo.

1.4.4.1. Usos quimioterapéuticos de alto riesgo ambiental
1.4.4.1.1. Antibioticos:
Los antibiéticos son sustancias quimicas 0 medicamentos que ejercen acciones
especificas sobre el funcionamiento de microrganismos. Su principal funcién es prevenir
o tratar enfermedades de origen bacteriano, y en la acuicultura son empleados en todos

los estadios que presenten algun tipo de infeccion bacteriana [25].

Los principales antibidticos empleados en la camaronicultura son oxitetraciclina,

florfenicol y enrofloxacina para enfermedades producidas por Vibrios spp [26].



1.4.5.2. Usos quimioterapéuticos de bajo riesgo ambiental

1.45.2.1. Probiéticos:

Los probidticos surgen de dos palabras griegas, las cuales son “pro” y “bios” que
significan para la vida, es una sustancia microbiana capaz de estimular el crecimiento de
los organismos, contribuyendo al equilibrio intestinal microbiano y a la conversion

alimenticia [27].

Pueden ser administrados de tres maneras: 1. a través del alimento como un aditivo,
aplicacién de la técnica de microencapsulacion o directamente en el agua [28], de esta
manera ayuda en la inhibicion de enfermedades y también mejora la calidad del medio
en el que los organismos se encuentran [29], 2. En combinaciones con prebiéticos

produciendo beneficios adicionales, y 3. Dosificaciones.

Los probidticos aumentan la respuesta inmune de los organismos, mejoran la
digestibilidad y tienen la capacidad de disminuir la presencia de patégenos,
considerandolo como un agente quimioterapéutico sustituto en la prevencion de

enfermedades [27].

1.4.5.2.2. Prebio6ticos:

Los prebidticos son glucidos, estructuralmente polisacaridos o galactosa, no digeribles
capaces de estimular la proliferacién de microorganismos originarios de un ambiente

frente a microorganismos foraneos [30].

Los prebidticos utilizados en peces y crustaceos mejoran el crecimiento y la conversion
alimenticia, ademas de incrementar la microbiota intestinal, , resistencia de patégenos,
dando como resultado un incremento en la eficiencia en producciones sostenibles

acuicolas [31].

En cuanto a salud animal, son capaces de limitar el crecimiento o la accion viruenta de
bacterias patégenas como Salmonella, Escherichia coli, Listeria y otros [32]. Ademas se
observan disminuciones del crecimiento de V. anguillarom; V. salmonicidia, entre otros
[33].



1.4.5.2.3. Acidos orgéanicos:

Los &cidos organicos son compuestos quimicos que en su estructura contiene grupos
carboxilos (R-COOH) saturados e insaturados. Estos compuestos quimicos se han
utilizado en especies como truchas arcoiris, salmon del atlantico, carpa, tilapia y

camarones marinos para combatir la resistencia de las enfermedades bacterianas. [34]

Los &cidos organicos mas utilizados en las dietas alimenticias para animales son los
acidos propiénicos, fumarico, férmico, lactico, butirico, entre otros. Estos ultimos,
utilizados en pruebas in vitro con Vibrio harveyi en los cuales se demostré6 que su

capacidad bacteriostatica se da en un pH < 5 [35].

1.4.5.2.4. Extractos vegetales

Los extractos de plantas y algas son una buena opcién para combatir la patogenicidad
de bacterias causantes de altas tasas de mortalidades en la produccion acuicola, debido
gue estos pueden estar constituido por terpenoides, acidos, alcohol, aldehidos entre
otros compuestos que se pueden presentar como trazas. Para sintetizar extractos basta
con utilizar el tallo, raices, flores, frutos u hojas de la planta de interés [11], como noni
(M. citrifolia), tomillo (Thymus vulgaris), romero (Rossmarinus officinalis), balsamo de
limén (Melissa officinalis), entre otras reportadas con efectos sobre el crecimiento de
bacterias como Flavobacterium spp, Pseudomonas spp y Vibrios spp [36]. Actualmente
hay un crecimiento en nimero de investigaciones en macroalgas. Algunos ejemplos de
esto son camarones que son alimentados con nauplios de artemias previamente
enriquecidos con una pasta de algas rojas, lo que permite aumentar la resistencia a
infecciones provocadas por Vibrio spp. y también ayudan combatir el estrés producido

por cambios de salinidad [37].

Las enfermedades infecciosas constituyen un factor importante que limita la capacidad
productiva de los sistemas acuicolas, es por ello que los fitomedicamentos vegetales son

una gran alternativa para el tratamiento de infecciones bacterianas.



1.4.5. Uso de aceites esenciales en Acuicultura

Los aceites esenciales al contar con propiedades analgésicas, antimicrobianas y
antioxidantes, pueden ser utilizados como un sedante para reducir el estrés en los peces

y también son capaces de inhibir la accion de patégenos por distintas vias [38].

Después de haberse realizado afios de investigacion con los aceites esenciales (EOs)
ha determinado contienen compuestos quimicos que inhiben la actividad bacteriana e

interfieren en el quorum sensing (QS) de las bacterias Vibrio spp [13].

En camarones, estudios han evaluando el efecto de los EOs sobre cepas de V. harveyi,
V. campbelli, V. vulnificus, V. parahaemolyticus, considerados los patdégenos de mayor
impacto en la acuicultura, donde se demostré que las dosis de aceites esenciales como
el orégano y el arbol de té no llegan a ser toxicos en los camarones y reducen la
mortalidad de los mismos. En larvas de camardon sucede lo mismo debido que las
sustancias organicas afectan la virulencia de los Vibrios. y aumentan el rendimiento de

los camarones en los sistemas de cultivo [13].

Por lo que se decidio elegir los siguientes aceites esenciales ya que anteriormente han
sido utilizados en investigaciones dirigidas al sector acuicola, obteniendo buenos

resultados por las propiedades bioquimicas que cada uno de estos productos contiene

(Tabla 1.2).

1.4.5.1. Orégano (Organum vulgare)
El orégano es una plana medicinal con metabolitos ideales para sintetizar farmacos,
debido a la composicion quimica a base de flavonoides y derivados del fenilpropano, se
han identificado una serie de compuestos aromaticos en su estructura quimica, siendo
de mayor importancia para la acuicultura el carvacrol y el timol por su accion bactericida
en bacterias Gram positivas y Gram negativas como V. campbelli, V. parahaemolyticus,
V. harveyi [39], [5].

1.4.5.2. Arbol de Té (Melaleuca alternifolia)
El aceite esencial del arbol de té es a base de hidrocarburos terpenos con radicales de
alcohol asociados a su estructura quimica, empleado en la elaboracion de remedios
naturales a nivel mundial. Este aceite contiene compuestos arométicos volatiles con

diferentes propiedades terapéuticas, antivirales, desinflamatorias y antimicrobiana en
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bacterias Gram positivas y Gram negativas de importancia acuicola como V. harveyi y
V. campbelli [40].

1.4.5.3. Tomillo (Thymus vulgaris L)
También conocido como tremonillo, es una planta aromatica empleada por ser un vegetal
gue cuenta con compuestos como flavonoides, flavonas metoxilas, flavonoles, taninos y
otros componentes de mayor importancia como son los fenoles monoterpénicos donde
podemos encontrar timol, carvacol, borneol y linalol, Io que permite ser utilizado para
aminorar sintomas de enfermedad como la gripe en los humanos [41]. Por los multiples
beneficios que proporciona el tomillo, se han realizado estudios implementando el
vegetal en otras areas diferentes a la salud del ser humano por ejemplo en la acuicultura,
ya que su actividad bactericida permite una inhibicién de bacterias patégenas como V.

campbelli [42].

1.45.4. Guayaba (Psidium guajaval)
Con el pasar del tiempo la guayaba ha sido estudiada en diferentes ensayos para tratar
patologias humanas, en uno de ellos se demostro que los extractos de las hojas tienen
propiedades bacteriostaticas. Asi mismo, en investigacién posteriores se evalu6 la
eficiencia y la MIC para inhibir bacterias patdgenas que afectan a los camarones de
cultivo [43].

1.455. Neem (Azadirachtaindica)
El neem es una planta conocida por sus propiedades medicinales y se distrubuye
alrededor del mundo. Posee compuestos activos como azadiractina, meliantriol,
salannim que permiten utilizar esta planta como anti inflamatorio, antifingico |,
antibacteriano y mas [5]. En la acuicultura, se han implementado extractos de neem en
las producciones de larvas de camardn con administracion dietética, mejorando las tasas

de supervivencias y disminuyendo infecciones con V. parahaemolytucus [44].

1.4.5.6. Albahaca (Ocimun basilicum)
Es una planta aromatica constituida principalmente por isoestragol, linalol, eugenol,
cinamato de metilo, implementados en la industria alimentaria, medicinal y cosmética
por las multiples propiedades que contiene, aungue con mayor crecimiento en la industria
acuicola por su potencial antibacteriano y alternativa para el uso de antibiéticos en los
cultivos de organismos marinos [45]. Segun el estudio experimental de Ochoa [46] la
actividad inhibitoria de este producto natural se la atribiuye en gran parte al isoestragol.
11



1

Aceites

esenciales

Orégano
(Organum

vulgare)

Arbol de Té
(Melaleuca

alternifolia)

Tomillo
(Thymus

vulgaris)

Propiedad
antibacteriana

Antioxidante

Reduccién de

niveles de estrés

Efecto anestésico
Antioxidante
Actividad
antiséptica
Antiparasitario
Antibacteriano

Antimicrobiano
Inmunoestimulante
Actividad
anmibacteriano

Patégenos o

bacterias

V. campbelli

V. parahaemolyticus

V. vulnificuscepa

V. harveeyi
Bacillus cereus.
Escherichia coli
Pseudomonas

aeruginosa,

Salmonella

typhinurium

V. campbelli

V. harveeyi

V. campbelli
E. coli
Brochotrix

themosphacta

Especies estudiadas

Camarones (Litopenaeus
vannamei);

Tilapia roja (Oreochromis
spp);

Almeja mano de ledn

(Nodipecten sunodosus)

Bagre plateado (Rhamdia
quelen)

Carpa comun (Cyprinus
carpio)

Dorada (Sparus aurata)
Camaroén blanco (Penaeus
vannamei)

Dorada (Sparus aurata)

12

Resultados

Bactericida, Inhibicién de
guorum sensing, Inhibicién
en crecimiento de bacterias
Gram negativas, Ganancia
de peso, Proliferacion de
bacterias benéficas,
Tratamiento terapéutico en
el desarrollo embrionario de
bivalvos.

Suplemento en dietas.
Inhibicion de quorum
sensing, Bactericida ,
Inhibicién de luminiscencia

de Vibrios sp.

Bactericida, inhibicién de

quorum sensing,

Tabla 1.2: Estudios sobre los efectos de los aceites esenciales en especies de interés acuicola. Elaborado por: [47]
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V. harveyi
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(Oreochromis niloticus)
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Tilapia (Oreochromis spp.)
Camaron (Penaeus
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CAPITULO I

2.METODOLOGIA

2.1 Seleccidn de aceites esenciales

Los componentes activos en los aceites esenciales influyen en las propiedades y
beneficios que proporciona cada sustancia, por ese motivo se buscé los principales
biocompuestos (Tabla 1.2), los cuales son aplicados como quimiotratamiento para
disminuir el impacto de los organismos patdgenos en los cultivos de camardn. Por
ejemplo, el timol y carvacrol que por su composicion a base de fenol, cuentan con
propiedades antimicrobianas y fungitéxicas [59]. Ademas de lograr regenerar los tejidos
danados de los organismos marinos, antiinflamatorio y antioxidante [60].

2.2 Seleccion de aceites esenciales en base a sus propiedades

bioquimicas.

Se evaluaron los principales componentes bioactivos presentes en los EOs de diferentes
especies de plantas (Tabla 2.1), identificando para el primer criterio cuales tenian mayor
ndamero de propiedades (antimicrobianas, fungitdxicas, antiinflamatorias, antioxidantes,
regenerativas) y valorandolas en orden de mayor a menor. Como un criterio adicional
tenemos la efectividad probada en diferentes ensayos de estos EOs provenientes de
diferentes especies vegetales contra patdgenos de camaron que nos permitird realizar
una seleccion de los EOs de forma individual o en sinergia (Mix de 2 EOs). Esta seleccion
seré el primer paso para identificar posibles tratamientos que nos permitiran incrementar
su potencial como quimitratamiento o nutracéutico, ideales para su aplicacién dentro de

una industria acuicola mas sustentable y rentable.
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Tabla jError! Utilice la pestafia Inicio para aplicar O al texto que desea que aparezca aqui.2.1.
Caracteristicas de los principales componentes activos en EOs. Elaborado por: [47]

Componentes Nomenclatura Propiedades Porcentaje en Fuentes
activo guimica aceites esenciales
Timol 2-isopropil-5- Antioxidante Oregano (64%) [61] [62]
metilfenol Antifangico Tomillo (10 — 64%)

Antiinflamatorias
Antimicrobiano

Carvacrol 2-metil-5-(1- Antimicrobiano Orégano (60-70%) [61] [60]
metiletil)fenol) Antiinflamatorio Tomillo (2 — 11%)
Antioxidante
Antifingico
Modulacién enzimética
Azadiractina C35H44046 Antiséptico Neem (Melaleuca [5]
Antimicrobiano alternifolia)
Antifangico
Antiinflamatorio
Terpenoides Antimicrobiano Arbol de té (>50%) [63]
Antiviral Tomillo (1-5%)
Antiinflamatorio
Antiséptico

2.3 Vias de aplicacion de los aceites esenciales.

Para la aplicacion de los aceites esenciales se logro identificar tres vias de
administracion, las que son ideales para optimizar el proceso de produccion de
postlarvas, juveniles y adultos de camaron blanco. Estas se clasifican en: 1. Inclusion en
el pienso alimenticio, 2. Adicion directa o0 inmersion, 3. Encapsulacion, vy
microencapsulacion. Las cuales seran evaluadas segun los criterios de diferentes
estudios cientificos, en los cuales se analizara su eficiencia en cuanto a la trasmision de
las propiedades esperadas para mejorar el cultivo, el costo de produccion y aplicacién

de estas vias.

2.3.1. Inclusion de los EOs en el pienso alimenticio

La palabra incluir se refiere a poner algo dentro de una cosa o conjunto, esta puede
realizarse de diferentes maneras como es humedecimiento, dispersion o disolucion
sobre un cuerpo solido como lo es el pienso o pellet. En este caso, la inclusion de aceites
esenciales se realiza rociando el liquido en el alimento balanceado, hasta obtener una
mezcla humeda (Figura 2.1) [64], esta es una alternativa que ayuda a complementar sus
requerimientos ya que actia como antibacteriano en el tracto intestinal de esta manera
mejora la eficiencia del uso de los nutrientes presentes en el pienso alimenticio, la

adherencia y absorcion se realiza en un corto tiempo y mejora el metabolismo de los
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organismos, siendo una alternativa de bajo costo y aplicable a cualquier tipo de alimento
[65].
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Figura 2.1: Inclusién de los EO's en el pienso alimenticio. Elaborado por: [47]

2.3.2. Inmersién o adicidn directa

La técnica de adicién directa de los Eos, es generalmente utilizada para conservar
alimentos, sea en estado fisico, quimico o biolégico, durante todas las etapas de
produccion o manejo [66]. Esta alternativa es funcional solo para la etapa de larvas y se

propone como un tratamiento para mejorar las condiciones de transporte.

Figura 2.2. Inmersidon o adicién directa de los EOs. Elaborado por: [47]

2.3.3. Encapsulacion

La encapsulacion es un proceso fisicoquimico que se utiliza para introducir sustancias
bioactivas, este permite aislar ingredientes que pueden interaccionar con los demas
(Figura 2.3). Una de las ventajes de esta técnica, es que limita la pérdida de los EO’s en
los procesos como calentamiento o evaporacién; también evita la degradacion de los

componentes activos presentes en cada sustancias, no alterarando sus propiedades
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bioldgicas [67]. La encapsulacion de aceites esenciales puede realizarse mediante

secado por aspersion y por gelificacion ionica [68].

"

Essential

ol Applications

Plant
material

Figura 2.3 jError! Utilice la pestafia Inicio para aplicar 0 al texto que desea que aparezca aqui.:

Proceso de los aceites esenciales. Fuente: [67]

2.3.4. Microencapsulacién

Esta técnica permite derivar otros procesos tecnolégicos como la microencapsulacion,
gue se define por el tamafio de la particula que recubre las biomoléculas con la finalidad
de mantener y prolongar las funciones de los compuestos bioactivos [69]. Se puede
clasificar mediante dos técnicas: Las capsulas mononucleares y las cdpsulas matriciales
(Figura 2.4). Las capsulas mononucleares son matrices que se distribuyen
homogéneamente los compuestos activos y las capsulas matriciales son sustancias
botanicas mas robustas que se distribuyen uniformente mejorando las propiedades

tecnoldgicas [70].

N

N\
\

Fat, Wax Active ingredients
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active mgredlen[s
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Figura 2.4: Recubrimiento convencional vs recubrimiento matricial. Fuente: [70]
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2.4. Evaluacion de las propiedades bacteriostaticas y bacteriolégicas

2.4.1 Ensayo In vitro

Los ensayos in vitro nos permiten identificar las propiedades antibacterianas de los EOs.
Para el desarrollo del ensayo in vitro se debe inocular diferentes cepas de bacterias
Vibrios spp. en el caldo de cultivo luria bertani (LB). Estos se deben de realizar en
microplacas transparentes para poder medir la actividad antibacteriana a través de
meétodos tubidimetricos a 640 nm. Una vez que las cepas bacterianas alcancen la
concentracion deseada se deberd afadir las concentraciones de los EOs y evaluar la
MIC, con la intencién de identificar las concentraciones ideales de administracién para

obtener los efectos deseados como bacteritica, bacteriostatico.
2.4.1 Ensayo In vivo

Los ensayos in vivo nos permiten identificar el efecto de los EOs y sus propiedades
antibacterianas en condiciones de cultivo sobre los camarones (larvas y juveniles). Este
experimento se puede desarrollar mediante cuatro vias de aplicacion: inclusion,
inmersion, encapsulacion y microencapsulacion de los EOs en el pienso. En la inmersion
se coloca la suspension bacteriana y después se agrega una concentracion determinada
de EOs, se evalua durante 96 horas la mortalidad, crecimiento bacteriano y las
implicaciones fisiologica en los organismos de cultivos. En la inclusion se puede rociar o
sumergir el piesnso en EOs teniendo en cuenta que este se va a perder en gran
porporcién durante la alimentacion. Por otro lado, la microencapsulacion es un proceso
complejo que se divide en dos: mecanico y quimico donde se aprovecha la inclusion de
sustancia que mejoran el sistema inmunoldgico, inhibien el crecimiento bacteriano y

sirven como métodos terapéuticos [71].

2.5. Evaluacion de la toxicidad de los EOs
Los estudios de toxicidad permiten evaluar si un compuesto es seguro para ser
consumido sin producir efectos adversos en los organismos [72], esto se debe a que la
toxicidad en las células puede afectar su funcionamiento, aumentar las mortalidades y
dismunir el crecimiento de las mismas (Tabla 2.1) [73].

La prueba consiste en utilizar soluciones salinas donde se realiza el cultivo celular, el
dafio de las células es medido con el método formazan y la lectura es realizada en

microplacas de 620 nm [37]. Con la aplicacion de la siguiente formula:
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0D células expuestas

Viabilidad celular (OD) = ( ) x 100

OD células control

Tabla 2.1: Evaluacién de la toxicidad de los EOs en diferentes organismo acuaticos de

interes acuicola. Elaborado por: [47]

Compuesto  Representacion Concentracion letal media Fuentes

activo quimica (LC50) bibliogréaficas

Se determino que el LC50 para peces

guppys hembras es de 12.51 mg/L y [74]
CH, 10.99 mg/L para machos.
El LC50 para la bacteria S. aureus es
Vime] H de 7 mg/L. [75]
CH; CHy

En las bacterias gran negativas: V.
alginolyticus la MIC es de 100 mg/L. [76]

El LC50 para la bacteria S. aureus es

CH, de 15 mg/L. [75]

Carvacrol En las bacterias gran negativas: V.

alginolyticus la MIC es de 50 mg/L. [76]

CH; CH,

El LC50 para el microcrustaceo, 7]
Daphnia magna es de 0.019 mg/L.

El LC50 para alevines de la trucha

Aradiracting j)’w gjé'juh’j? arcoiris es de 8.80 mg/L después de 96 [78]

Extractos de 100 mg/L en los peces

AcO” "ol

cHooc” g

guppy causan la mortalidad del [79]
cincuenta por ciento (LC50).

Terpenoides e sansnasascd El LC50 para la bacteria S. aureus es

de 30 mgl/L.

19



2.6. Evaluacion de las propiedades nutraceuticas
El termino nutraceutico proviene de las palabras “nutrientes” y “farmacéuticos”. Este se
lo puede definir como un suplemento dietético que contiene sustancias bioactivas
concentradas que mejoran la salud, aumentando el sistema inmunoldgico [80]. Existen

diferentes clases de nutraceuticos, los cuales se pueden dividir en:

a) Carotenoides

b) Acido linoleico conjugado (CLA)

c) Flavonoides

d) Derivados de aminoacidos que contienen nitrégeno (N) y azufre (S).
e) Acidos grasos poliinsaturados omega 3

f) Terpenoides

2.6.1. Los carotenoides

Los carotenoides son pigmentos que tienen la capacidad de absorber la luz visible y su
papel nutracéutrico esta relacionado con la proteccidon molecular contra el ataque de

radicales libres o actividad antioxidante [81].

2.6.2. Acido linoleico conjugados

Es un isémero del acido linoleico caracterizado por tener enlaces dobles en su estructura
molecular, es decir, surge de la mezcla de acidos grasos y posee efectos
inmunomoduladores, estimula el sistema imnunologico, actividad antioxidante y efectos

antimicrobianos ya que ha permitido la inhibicion de bacterias patégenas [82].

2.6.3. Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en vegetales, poseen actividades
gue resultan rentables no solo para la salud humana sino tambien para cultivos de
organismos marinos, al contar con un efecto citoprotector que acttia sobre los diferentes
organos como el higado y pancreas, ademas de ser beneficiosos para el sistema

coronario y vascular por su capacidad de inhibicion [83].
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2.6.4. Derivados de aminoacidos que contienen nitrogeno(N) vy

azufre(S)

Las principales estructuras presentes en las plantas son derivados de los aminoacidos
como los alcaloides y glucésidos cianogénicos, las mismas que son moléculas con
toxicidad que permiten defenderse de sus depredadores. Ademas poseen propiedades

antioxidantes [81].

2.6.5. Acidos grasos poliinsaturados omega 3

La gran diversidad de acidos organicos permite la formacién de permeabilidad en la
bicapa fosfolipida de las células y organulos de las especies, ya que son biomoléculas
presentes en las funciones biologicas. Los acidos organicos poliinsaturados (PUFA)
omega 3, son de gran importancia para los animales porque mejoran la respuesta
inmune, aumentan sobrevivencia y disminuyen el estrés, dichos lipidos se encuentran

activamente en las plantas [84].

2.6.6. Terpenoides

Tambien conocidos como terpenos o isoprenoides, por su unidad estructural que es el
isopreno, son un grupo de sustancias quimicas que se encuentran en un grupo
determinado de productos naturales. La clasificacion de dicho grupo depende de los
nameros de atomos de carbono presentes en cada grupo, los mas importantes en los
aceites esenciales son los monoterpenos y sesquiterpenos. Una de las funciones que
realizan es originar hormonas vegetales y tambien utilizarlos como antibiéticos ya que

actuan como alelopéticos [85].

2.7. Disefio del protocolo segun los criterios establecidos

El disefio del protocolo se basé en la obtencion de informacion y revision bibliogréfica,
de estudios realizados con la aplicacion de aceites esenciales en la acuicultura. Es por
ello, que esta investigacion consta de 4 criterios y 5 pasos que se deben de seguir para

optimizar su aplicacion.
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Criterios:
1. Seleccion de los aceites esenciales:
a) Evaluacién de las propiedades bioquimicas de los EOs.
b) Diversidad de propiedades asociados a estos efectos.
2. Evaluacion de las vias de administracion:
a) Facilidad de aplicacion
b) Costos de aplicacion
Determinacién de la actividad toxicolégica
Evaluacion de la actividad nutraceutica

Después de plantear los criterios de seleccion, se representd mediante un esquema
gréfico el proceso para la aplicacion de los EOs en las unidades productivas, ya sean en
laboratorios de produccién de postlarvas u organismos en la etapa de engorde dentro de

las fincas camaroneras.

En el esquema que se representa acontinucion (Figura 2.5), se detalla el procedimiento
propuesto para la aplicacion de los aceites esenciales, como primer paso se debe evaluar
la problemética o la finalidad de la aplicacién de los EOs, después se detalla que puede
ser usado en todas las etapas producctivas debido que lo pueden implementar en el
cultivo larvario o en la etapa de engorde, por lo que se explica que si el técnico de
produccion requiere implementarlo para controlar una infeccion bacteriana, uso
terapéutico o nutricional debe tomar decisiones que involucran las vias de administracién
y mantener la aplicacion de buenas practicas de produccion acuicola para evitar el estrés

fisiologico en los organismos de cultivo y tener valores aberrantes a los esperados.

22



Diagnostico
del
problema

Etapa de
produccién
objetivo

Produccién de
postlarvas

Transporte y

aclimatacion

Fincas
camaroneras

Vias de
administracion

Inclusion

Inmersién

Efectos

Microencapsulacion }—

Vias de
administracion

Inclusion 1

Encapsulacion J—

posibles

Bactericida y
bacteriostatico

CEEEE——
] Fungicida

| ] Terapéutico

(- Nutracéutico
—

4 Profilactico

Figura 2.5 :Esquema del flujo de desiciones para aplicar EOs en el cultivo de camarén blanco (Penaeus vannamei). Elaborado por: [47]
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y ANALISIS

El desarrollo de la propuesta planteada se sustento en el capitulo 2 y 3 donde se
explicarén conceptos relacionados al uso y selecciéon de los EOs en el cultivo de camaron
blanco (Penaeus vannamei). Para el desarrollo del protocolo se determino criterios de

seleccion los cuales son detallados a continuacion mediante un esquema de procesos

(Eigura 3.1)

™ e
., ., Evaluacion de los
Seleccién de los Evaluacion de la
. . . efectos sobre las
aceites esenciales actividad
. postlarvas de
(EOs) nutraceutica .
camaron
Y, \_
) YO B
Evaluacién de las L, Protocolo de
: Determinacion de la inclusién de EOs
propiedades actividad toxicologica P
quimicas de los EOs & como profilactico y
nutraceutico, para la
y; Y, e
optimizacion del
N p ~ prgces.ol dtzl
Determinacion de la produccion ae
Evaluacién de las vias actividad o camz;ron
de administracion bacteriostica y anco (. enaeus
bactericida vannamei).
Y S Y, - /

Figura 3.1: Esquema del procedimiento para la obtencién del protocolo. Elaborado por:
[47]

3.1. Seleccidn de aceites esenciales
La efectividad de los diferentes ensayos de EOs contra patdgenos presentes en los
cultivos de camardn blanco, demostré que el aceite de orégano cuenta con una alta
propiedad antimicrobiana, por su composicion quimica al poseer 64% de timol y 70% de
carvacrol, mientras que aceite de arbol de té posee altas concentraciones de terpenoides
(>50%). Siendo estos los aceites con mas propiedades bioquimica ideales para su uso

como quimiotratamientos en la industria acuicola.
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En el estudio realizado por [13], se evaluaron cinco diferentes aceites esenciales frente
a cuatro vibrios que afectan grandemente a la industria como son V. harveyi, V.
campbelli, V. vulnificus y V. parahaemolyticus, demostraron que el aceite de orégano
(EOOVv) y el aceite de arbol de té (EOMa) eran las sustancias con mayor inhibicion de
QS, es decir que interrumpian la comunicaciéon bacteriana, como se demuestra en la
prueba de determinacién de dosis letales de los EQ’s, donde los valores de MIC y MBC
obtenidos de EOOv y EOMa correspondian a los mas bajos entre todos los aceites,

indicando que su actividad inhibitoria era la méas efectiva.

La bioluminiscencia es la emisién de luz en organismos vivos ocasionada por una
reaccion quimica exergoénica que luego es transformada en energia luminosa y sucede
con algunas bacterias Gram negativas [86]; como las de género V. harveyiy V. campbelli,
gue fueron las cepas bacterianas analizadas en el estudio, en el que se demostré una
reduccion del 50% de bioluminiscencia con EOOv, utilizando una concentracion de

1,0 ugmL™1.

El mismo estudio detalla que la prueba de toxicidad in vitro realizada con los aceites
esenciales, demostrd que las concentraciones inferiores a 5,0 ugmL™! no afectan a los
hemocitos a comparaciéon de lo que sucedié con las concentraciones de 10,0 ugmL™1.
Asimismo, en las pruebas in vivo recalcan que se obtendra una mayor susceptibilidad de
los EO’s mientras mas temprana sea la etapa larvaria. Por ejemplo, en el estadio zoea,
se utilizaron los dos EQ’s donde las dosis de 0,25 —1ugmL™! no afectaron la
supervivencia de las larvas; en mysis el efecto fue negativo aplicando dosis de
5,0 — 10,0 ugmL~1; mientras que en los PL’s, las concentraciones de EOMa no afectaron
la supervivencia a comparacion de EOOv que si afectd en concentraciones de
10,0 ugmL™1.

De acuerdo con [5], el aceite de orégano es capaz de inhibir cepas de Vibrios spp. como
lo demostrd en su ensayo, en el que los halos de inhibicion del patbgeno eran menores
a los halos producidos por los antibioticos como la oxitetraciclina. Por otra parte [87],
realizaron una prueba de alimentacion en el que estudiaron el crecimiento, microbiota
intestinal, inmunidad innata y resistencia a enfermedades en camarones blancos
(Penaeus vannamei) frente a cepas de V. parahaemolyticus. Demostrando que el EO’s
posee una gran capacidad antioxidante y antimicrobiana contra patdgenos que afectan

grandemente la industria acuicola.
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3.2. Vias de aplicacién de los EOs
Después de haber revisado las vias de aplicacion mas comunes en las diferentes etapas
del cultivo (Tabla 3.1), se evaluara cada una de las vias de administracion andlizadas en

funcion de la factibilidad, eficiencia y el costo de la aplicacion (Eigura 3.2).

Tabla 3.1: Evaluacién de las vias de administracién de los EOs en funciéon de tres

variables. Elaborado por: [47]

Viabilidad Eficiencia Costos

- -

(x/15)

Larvas de camarén

Adicién directa o inmersién 4 3 3 1041s ST IR
Inclusién en el pienso 5 3 2 10/15 0.67 67%
Encapsulacion 0 1 5 6/15 0.40 40%
Microencapsulacion 0 1 5 6/15 0.40 40%
Juveniles de camarén %é‘ ‘ﬁ’;@ =

Adicién directa o inmersién 0 0 5 5/15 0.33 33%
Inclusién en el pienso 5 5 4 14/15 0.93 93%
Encapsulacion 5 4 5 14/15 0.93 93%
Microencapsulacion 3 3 5 11/15 0.73 73%
Adultos de camarén é g é

Adicién directa o inmersién 0 0 5 5/15 0.33 33%
Inclusién en el pienso 5 5 5 15/15 1.00 100%
Encapsulacion 4 5 5 14/15 0.93 93%
Microencapsulacién 3 4 5 12/15 0.93 93%

La escala de calificacion fue definida del 0 — 5. En la variable viabilidad el 0 signiifca poco viable y el 5 muy viable.
Parala variable eficiencia de la aplicacion del EOs 0 significa poco eficiente y 5 muy eficiente. Por Ultimo, para costos
el 0 significa menos costoso y el 5 muy costoso.
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Vias de administracion

B Adicion directa o inmersién M Inclusion en el pienso Encapsulacion Microencapsulacion

Larvas 40%

40%

h

Juveniles 93%

73%

Adultos 93%

93%

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Figura 3.2: Vias de administraciéon de los EOs en diferentes etapas del cultivo segun las
fuentes bibliograficas.

Las vias de administracion mejor valoradas para larvas de camarén blanco,
corresponden a: 1. adicion directa o inmersion directa de los EO’s que es la técnica mas
utilizada en los cultivos de organismos acuatico pero cuenta con varias desventajas, se
ha observado que la concentracion de los aceites esenciales debe ser mayor para que
el efecto sea el esperado, lo que no asegura su total aprovechamiento y por ende, existen

perdidas tanto del producto como econdémicas. 2. Inclusion en el pienso alimenticio.

Para los juveniles y adultos de camarén blanco, las vias de administracion con mayor
puntuacion corresponde a la técnica de inmersion de los EOs en el pienso alimenticio.
Los estudios analizados donde incluian EOs en el alimento balanceado probados en
piscinas camaroneras obtuvieron buenos resultados como el incremento de la
supervivencia y produccién de postlarvas, y fue posible gracias a las comparaciones
realizadas con el grupo control. Con respecto a las dosis empleadas (2,5y 5,0 mgkg™1)
de EOOv, la supervivencia fue de 92.2% y 93.1% a comparacion del control que fue de
72.0% y el rendimiento de 953,7 kg/ha y 1041,4 kg/ha frente al control de 715,9 kg/ha,

demostrando que los resultados fueron significativamente altos.



Al contrario de lo que sucedié con EOMa, debido a que la concentracion de (2,5 mg/kg)
no presentd cambios con respecto al control, mientras que con la concentracion de (5,0
mg/kg) existieron mejoras en la tasa de crecimiento, peso promedio, supervivencia y
rendimiento. Uno de los criterios importantes dentro de las pruebas realizadas en las
piscinas de engorde fueron los parametros biolégicos como temperatura, oxigeno
disuelto y salinidad, ya que fue necesario que los valores se encuentren dentro del rango

optimo para el cultivo de Penaeus vanammei [88].

La técnica de encapsulacién y microencapsulacion es una de las vias mas prometedoras
para la inclusibn de EOs en el pienso, ya que el recubrimiento comestible o
encapsulacion de alimento, enriquecido con los EOs facilita el control y potencia las
propiedades de los aceites esenciales y del, pero costos son sumamente altos ya que

estan relacionados con las plantas procesadoras de balanceado. [89]

3.3. Seleccién de las combinaciones y efectos esperados
La combinaciones de los EOs en esta propuesta se fundamento su eleccién en las
propiedades nutricionales, bacteriostaticas y bactericidas analizadas en el capitulo
anterior (3.2), para ello se evaluaron diferentes estudios con aceites esenciales, que
fueron seleccionados por las caracteristicas ya mencionadas. Es por ello que se propone
usar el aceite esencial de orégano (EOOV) y el aceite de arbol de té (EOMa), a diferentes
concentraciones y proporciones por lo que se espera resultados positivos en el desarrollo
del ensayo, tales como; la inhibicion de bacterias Vibrio spp., aumentar la flora intestinal
y la inmunidad innata ante enfermedades causadas por el género de bacterias ya
descrito. A continuacion se describen los tratamientos a realizarse en el ensayo In vitro

e In vivo.

Tabla 3.2: Componentes nutricionales esenciales de cada uno de los EOs utilizados en el

desarrollo del protocolo. Elaborado por: [47]

Porcentaje de los componentes nutricionales

Productos

Proteina Carbohidratos Lipidos Otros Referencias
Hojas secas de
9.00 68.92 4.28 17.80 [90]

oregano
Arbol de té

i o 15.50 50.00 4.60 29.90 [91]
(Azadirachta indica)
Hojas de tomillo 9.28 - 2.81 - [92]
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Hoja de guayaba 18.53 12.74 0.62 68.11 [93]

Hojas de neem 15.50 - 4.60 - [94]

En la columna otros se considero vitaminas, cenizas, iones, &cidos grasos esenciales, etc.

En la tabla anterior se detalla los componentes nutricionales que tiene cada uno de los
productos naturales evaluados. Este analisis en conjunto con los anteriores sirvieron
para la seleccionar la combinacién porcentual de los EOs de oregano y arbol de té. Para
la evaluacién de la sinergia en base a la literatura revisada se propone una serie de

combinaciones para determinar la mejor mezcla (Tabla 3.3)

Tabla 3.3: Concentraciones finales de las combinaciones porcentuales de aceite esencial
(Eos) de orégano (EOOv) y arbol de Té (EOMa). Elaborada por: [47]

N® Tratamiento Concentracion (%)
.~ TL  control
T2 EOOV (75%) + EOMa (25%) 5.00
T3 EOOV (50%) + EOMa (50%) 5.00
T4 EOOV (25%) + EOMa (75%) 5.00
T5 EOOV (75%) + EOMa (25%) 2.50
T6 EOOV (50%) + EOMa (50%) 2.50
T7 EOOV (25%) + EOMa (75%) 2.50
T8 EOOV (75%) + EOMa (25%) 1.25
T9 EOOQv (50%) + EOMa (50%) 1.25
T10 EOOV (25%) + EOMa (75%) 1.25
T11 EOOV (75%) + EOMa (25%) 0.50
T12 EOOv (50%) + EOMa (50%) 0.50
T13 EOOV (25%) + EOMa (75%) 0.50

En cada uno de los tratamientos se realizaron seis replicas y se midié cualitativamente la capacidad inhibitoria después
de 24 horas de la infeccién bacteriana, ante cepas de V. Harvery y V. parahaemolyticus con concentracién de 1 x10 6
UFC/mL.
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Tabla 3.4: Concentraciones finales de las combinaciones porcentuales de aceite esencial
(EOs) en el ensayo In vivo con las larvas de camar6n blanco (Penaeus vannamei)

utilizando aceites esencial de orégano (EOOv) y arbol de Té (EOMa). Elaborada por: [47]

Tratamiento Concentracion ('I':—;)
T1 Control e
T2 EOOVv (75%) + EOMa (25%) 10.00
T3 EOOV (50%) + EOMa (50%) 10.00
T4 EOOv (25%) + EOMa (75%) 10.00
TS EOOv (75%) + EOMa (25%) 5.00
T6 EOOv (50%) + EOMa (50%) 5.00
T7 EOOV (25%) + EOMa (75%) 5.00
T8 EOOV (75%) + EOMa (25%) 3.00
T9 EOOV (50%) + EOMa (50%) 3.00
T10 EOOV (25%) + EOMa (75%) 3.00
T11 EOOv (75%) + EOMa (25%) 1.00
T12 EOOv (50%) + EOMa (50%) 1.00
T13 EOOV (25%) + EOMa (75%) 1.00

En cada uno de los tratamientos se realizaron seis replicas y se midié el LC50 para determinar la maxima
concentracion bactericida aplicable (MBC) en las larvas de camardn.. La concentracion de V. Harvery y V.
parahaemolyticus que se evalu6 fue de 1 x 10 8 UFC/mL.

3.4. Protocolo

El desarrollo de este protocolo se sustento con informacion bibliogréfica revisada en el
capitulo 2, donde se detallaron los componentes de los aceites esenciales, conceptos
relacionados con el estado nutricional y profilactico de los crustaceos en estudio.
También se establecieron criterios de seleccién para los EOs en el capitulo anterior,
estos debian cumplir con propiedades bactericidas, bacteriostaticas, terapéuticas, u
otras, que ayuden a reducir las altas tasas de mortalidades causadas por las bacterias
del género Vibrio spp. Es por ello, que se planteo un esquema del proceso de la
elaboracién de un protocolo de inclusion profilactica y nutraceuticas para la produccion
de larvas de camaron blanco (Penaeus vannamei). Como anexo del protocolo se realizo
una serie de recomendaciones para su aplicacién, las que incluyen la evaluacion y

diagnostico de los animales mediante técnicas macro y microscopicas. Ademas, del
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procedimiento que se debe seguir en una aclimatacién de postlarvas y el proceso de

eliminacion de residuos.

Selecion de aceites esenciales (EOs)

[59] [60] [44]

N

Seleccidn de aceites esenciales en base a sus propiedades
bioquimicas

[61] [61] [5] [63]

NS

Vias de aplicacion de los aceites esenciales

[13] [68] [70]

NS

Evaluacion de la toxicidad de los EOs

[73] [72] [37]

NS

Evaluacién de la actividad nutraceutica

[80 [81] [84]

Figura 3.3: Estructura del protocolo de aplicacion de EOs en camarones blancos (Penaeus

vannamei). Elaborado por: [47]
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Los aceites esenciales de orégano (EOOv) y arbol de té (EOMa) fueron evaluados
y determinados como la mejor opcion para la combinacion porcental de los
tratamientos debido a sus propiedades nutricionales, bacteriostaticas,
antioxidantes y toxicolégicas que ayudaran a disminuir la probabilidad de
infecciones bacterianas por Vibrio spp. y a mejorar la sobrevivencia final del ciclo
de cultivo, ademas se prevee que la sinergia o mix de estos dos tipos de aceites
esenciales puede potenciar su efecto mediante la suma de las propiedades

identificadas.

En las vias de administracion evaluadas para la aplicacion de EOs se determiné
gue estas dependen de la fase de cultivo por lo que para larvas de camarén se
recomieda utilizar la inmersién o la inclusion en el alimento balanceado. Para las
otras dos fases de cultivo que son juveniles y adultos se pudo evaluar que la
inclusion y encapsulacion de los componentes bioactivos son la mejor opcion de

administracion.

La aplicaciébn de este protocolo representa una mejora en cuanto al uso de
guimiotratamientos de alto riesgo ambiental, que podrian llegar a optimizar la
produccion aumentando el crecimiento de los camarones y controlando las

enfermedades sin el impacto ambiental generado por los antibioticos.

4.2 RECOMENDACIONES

e Se recomienda, realizar investigaciones con la combinacién de aceites
esenciales (EOs), mediante ensayos In vitro e In vivo que determinen la MIC y
la MCB en el cultivo larvario de camardn blanco (Penaeus vannamei). Asi
mismo, se debe estudiar las implicaciones fisioldgicas que tienen los
compuestos organicos de cada uno de los EOs combinados sobre dichos

crustaceos.
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Se recomienda que antes de utilizar los EOs en los tanques de postlarvas del
laboratorio 0 en los raceways que mantenga el camaronero en su granja se
debe revisar las condiciones fisicoquimicas del agua para descartar cualquier
resultado aberrante a los esperados.

Existe poca informacién acerca del tiempo de exposicion y su efecto en las
postlarvas, por lo tanto recomendamos que se realicen estudio en base a lo
mencionado anteriormente y de esta manera optimizar la produccion de

camaron blanco.
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Apéndice 1. Portada del protocolo de seleccion y aplicacién de aceites esenciales en camarén
blanco. Elaborado por: [47]
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A continuacion se presenta una tabla con estudios sobre los
efectos de los aceites esenciales en especies de interés acuicola
como crustédeos y peces. Demostrando los multiples beneficios

gracias a sus propiedades.

ACEITE ESENCIAL

Oregano
(Organum vulgare)

Arbol de Té
(Melaleuca
alternifolia)

Tomillo
(Thymus vulgaris)

d

PROPIEDADES ATOGENOS

ESPECIES

Antimicrobiano V.
Antioxidante

ESPACIO
O BACTERIAS ESTUDIADAS
V. cempbelll Bactericida, Inhibicion de
< 4 Camarones quorum sensing, Inhibicion
V. parahaemolyticus, ” o Sy
4 ; . Tilapla roja Gram negativas, Proliferacion
V. harveeyi, Bacillus B de  bacteriss  bensficas,
cereus, Escherichia (Oreochromis spp)

Reduccion de

niveles de estrés coli, Pseudomonas

Almeja mano de le6n
i )

aerugil
typhinurium
Efecto anestésico
Antioxidante
A : V. campbelli
Antiséptico Viharveayi

Antiparasitario
Antibacteriano

V. campbelli
E. coli
Brochotrix themosphacta
Salmonella typhimurium

Antimicrobiano
Inmunoestimulante
Actividad

anmibacteriano

(.

Bagre plateado (Rhamdia
quelen)
Carpa comun (Cyprinus
carpio)
Dorada (Sparus aurata)
Camaron blanco (Penaeus
vannamei)

Dorada (Sparus aurata)

Tratamiento terapéutico en el
desarrollo embrionario de
bivalvos. Suplemento en
dietas.

Inhibicion de quorum sensing

REFERENCIA

(Anguisaca, 2015)
(Loeza-Concha, y
2019)

(Garcia L. S, 2014)
(Revilla, y otros, 2019)

otros,

(Dominguez-Borbor, Sanchez-
Rodriguez, Sonnenholzner, &
2020)

Bactericida

de ia de

Vibrios sp. (Souza,
Bactericida Torrecillas, &

Inhibicion de quorum sensing

Baldissera,  Silva,
Geihs, & Baldisserotto, 2018)

(Hernandez, Garcia, Caballero,
Hernandez,
2013)

(saldana, 2019)

13

Apéndice 3. Principales aceites esenciales utilizados en la industria acuicola. Elaborado por: [47]
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