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Resumen

La exportacion camaronera representa grandes ingresos econdémicos en el Ecuador, sin
embargo, se ha visto afectada por la deteccion de microorganismo como el Vibrio en producto
exportado hacia puertos de la Union Europea, causando la destruccion total de toneladas de
producto y grandes pérdidas econdmicas para el pais. De tal forma, el objetivo del presente trabajo
es evaluar la eficacia de tratamientos con acidos organicos para la reduccion de la poblacion de
Vibrio en piscinas camaroneras, por medio de pruebas microbioldgicas y de biologia molecular.
Se evalud la efectividad los acidos orgénicos frente al crecimiento poblacional de Vibrio en
muestras de agua de piscinas camaroneras y el efecto de la temperatura a 25°C y 35°C, mediante
la técnica de conteo en placa en agar TCBS y verificacion mediante PCR. Se obtuvo el porcentaje
de efectividad, de 27, 26 y 21% para el acido férmico, lactico y citrico, respectivamente,
concluyendo que el acido formico es el mas efectivo, que la temperatura posee un efecto en los
tratamientos al reducir su efectividad a valores mas elevados, y por ultimo que el &cido que
representa una mejor opcion es el acido lactico en base a su efectividad y viabilidad economia de

aplicacion



Abstract

Shrimp exports represent great economic income in Ecuador; however, it has been affected
by the detection of microorganisms such as Vibrio in products exported to ports in the European
Union, causing the destruction of tons of product and great economic losses for the country.
Therefore, the objective of the present work is to evaluate the effectiveness of treatments with
organic acids for the reduction of Vibrio population in shrimp ponds, through microbiological
and molecular biology tests. The effectiveness of organic acids against Vibrio population growth
in shrimp pond water samples and the effect of temperature at 25°C and 35°C were evaluated
evaluated through the plate counting technique on TCBS agar and verification by PCR. The
effectiveness percentages of 27, 26 and 21% were obtained for formic, lactic, and citric acid,
respectively, concluding that formic acid is the most effective, that temperature has an effect on
the treatments by reducing their effectiveness to higher values, and finally that the acid that
represents the best option is lactic acid based on its effectiveness and feasibility and economy of
application.

Keywords: Vibrio spp., shrimp pool, organic acids, microbiological test, PCR.
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Capitulo 1

1.1 Introduccion

La acuicultura del camardn es una industria de suma importancia en la economia
nacional, la transicion de sistemas extensivos hacia los intensivos permitio a los productores de
este sector una gran generacion de biomasa en cortos tiempos (Camacho et al., 2020). En
Ecuador la industria del camaron tuvo sus inicios a finales de la década de los afios 60, siendo
actualmente la segunda actividad que genera ingresos por exportaciones, solo por debajo de la
actividad petrolera (Rivera, 2018). Entre los principales compradores de nuestro producto
tenemos a China, Estados Unidos, Rusia y la Unién Europea (Gonzabay et al., 2021).

Para tener una idea de la importancia que tiene el sector camaronero en nuestro pais, en
el afio 2020 se obtuvieron 570 000 toneladas métricas de camardn y a esto debemos afadirle que
cerca del 40% de las exportaciones que realiza el pais se relacionan con esta industria, por este
motivo es uno de los sectores que mayor aporta a la economia interna. En la actualidad existen
aproximadamente 210 000 hectareas que se destinan para la siembra y cosecha del camaron, de
las cuales el 60% de dichas hectéareas se encuentran en la provincia del Guayas, y el resto de las
hectareas se encuentran distribuidas entre las provincias de El Oro, Esmeraldas, Manabi y Santa
Elena (Gonzabay et al., 2021).

Histéricamente una de las mayores preocupaciones en el sector camaronero ha sido la
incidencia de infecciones por virus y bacterias, debido a que estos forman parte de la flora
natural de ambientes marinos salados y célidos siendo el agua de las piscinas camaroneras un
medio para su proliferacion (CDC, 2023), y; de estas bacterias; las que pertenecen al género

Vibrio son las responsables de enfermedades como: septicemia bacteriana, necrosis de apéndices,



y la vibriosis, una de las enfermedades que mas pérdidas econdmicas causa a nivel global
(Chandrakala, 2017).

Cabe recalcar que en muchos paises ya esta prohibido el uso de antibioticos en
camarones debido a sus repercusiones negativas en la salud del ser humano, ademas de evitar
otorgarles resistencia bacteriana a dichos antibidticos (Amatul et al., 2020), por lo que se analiza
el uso de compuestos organicos como una alternativa. Por lo antes expuesto, la presente
investigacion tiene como objetivo evaluar la eficacia de tratamientos con &cidos organicos para

la reduccidn de la poblacion de Vibrio en piscinas camaroneras.

1.2 Descripcion del problema

La actividad camaronera se encuentra influenciada por diversos factores ambientales que
causan un impacto directo en la misma. Durante las primeras etapas de produccién del camarén,
la siembra y cosecha en piscinas acondicionadas, es fundamental el control de parametros como:
temperatura, pH, salinidad, entre otros, que garanticen un buen desarrollo de las larvas y un
producto final de calidad.

En este Gltimo trimestre del 2023 se prevé presenciar los efectos del Fenémeno del Nifio en
el Ecuador, efectuando el incremento de la temperatura superficial de aguas costeras, al presentar
la mayor anomalia de la temperatura superficial del mar en la costa norte de Per( y sur de
Ecuador con un incremento de 2.5 °C (INOCAR, 2023). Dicho incremento de temperatura se
presta como condicion favorable para el desarrollo de bacterias del género Vibrio en el medio
acuatico, y por consecuente aumento de la probabilidad de presencia del microorganismo en el
producto exportado.

La deteccidn de Vibrio en el producto se convierte en el desencadenante del rechazo de
toneladas de camardn en puertos internacionales, especificamente aquellos pertenecientes a la

Union Europea (UE), cuyo limite maximo permisible es Ausencia/ 25g de muestra (RASFF,



2022). A pesar de los requisitos exigidos por la UE, como alternativa para la aceptacion e
ingreso del producto contaminado con Vibrio, esta propone a los exportadores acciones que
aseguren su eliminaciéon como:

e Coccion del camardn

e Transformacion del producto a harina

e Destruccion total mediante incineracion
No obstante, frente a esta problematica, la Subsecretaria de Calidad e Inocuidad del Ecuador,
autoridad sanitaria de productos acuicolas de exportacion, se encuentra en basqueda de una
solucion basada en la reduccion de la poblacion de Vibrio desde las primeras etapas del proceso

para evitar pérdidas econdmicas por reproceso o desecho del producto.

1.3 Justificacion del problema

La exportacion del camardn ecuatoriano se ha convertido en una de las actividades
econdémica mas representativa del pais. En este 2023, se produjo la superacion de ingresos
econdémicos por exportacion camaronera frente a la del sector petrolero, registrando $ 4.396
millones de exportaciones de enero a julio, traducidos en $ 314 millones mas que el crudo en el
mismo periodo (CAMAE, 2023).
Si bien es cierto, el pais posee una ventaja frente a otros productores, permitiéndole convertirse
en uno de los principales exportadores de camarén, que surge a partir de las condiciones
climaticas del pais que promueve una produccion ininterrumpida, de tres o cuatro ciclos anuales
de cosecha, con una supervivencia del 65% por hectérea cultivada, duplicando sus lotes de
produccion frente a sus competidores internacionales como los paises asiaticos (Gonzabay et al.,
2021). Sin embargo, esta actividad se ve afectada debido a la presencia de microorganismos,
principalmente del género Vibrio, responsable de enfermedades en el camarén y de rechazos en

puertos internacionales de la UE.



Una practica comunmente empleada para la prevencion de presencia de este
microorganismo en el camaron es el empleo de antibidticos como la oxitetraciclina, florfenicol y
norfloxacina (Aguirre et al., 2021), a pesar de ello, se trata de una practica insostenible al
comprobarse un desarrollo en la resistencia bacteriana y a su vez dafio en ecosistemas de tipo
acuatico, siendo rechazada por la UE. De tal forma, la aplicacion de acidos organicos como

medida alternativa frente a enfermedades se convierte en una opcién mas sustentable.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general
Evaluar la eficacia de tratamientos con acidos organicos para la reduccion de la poblacién
de Vibrio en piscinas camaroneras, por medio de pruebas microbioldgicas y de biologia

molecular.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Determinar el &cido organico que presenta mejor eficacia por medio de analisis de
pruebas microbioldgicas selectivas y PCR.

2. Evaluar el efecto de diferentes temperaturas en los tratamientos aplicados por medio de
analisis de pruebas microbioldgicas.

3. Estimar el costo de aplicacion del acido organico mas eficaz a escala real mediante la

relacion de acido empleado a nivel de laboratorio.

1.5 Marco tedrico

1.5.1 Camaron blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei)

La costa ecuatoriana cuenta con condiciones climaticas muy favorables para el desarrollo
de la industria del camaron, entre las dos principales especies que se producen en el pais

tenemos: el camardn Litopenaeus vannamei y Litopenaeus stylirostris, siendo el primero el que



mayor presencia tiene en el pais debido a que el Litopenaeus stylirostris cominmente llamado
camarén azul solo ocupa el 5% de la produccidn total (Rivera, 2018).

El camardn Litopenaeus vannamei recibe el nombre comun de camarén blanco del
Pacifico o camardn patiblanco, posee un color blanco-amarillento y puede alcanzar los 25
centimetros de longitud (Rivera, 2018). Su habitad natural se extiende por gran parte de la costa
oeste del continente americano, desde California en México hasta llegar a Peru. En estado
silvestre pasan su etapa adulta y de reproduccion en mar abierto, mientras que la etapa juvenil
ocurre cerca de las costas, generalmente en estuarios, manglares y lagunas costeras. La madurez
sexual la consiguen luego de 6 a 7 meses y los machos maduran cuando logran un peso cercano a
los 20 gramos, mientras que las hembras cuando alcanzan los 28 gramos (Ponce & Mejia, 2022).
Cuando se encuentran en su primer estadio larvario, llamado nauplio, no requieren de comida ya
que se alimentan de su reserva embrionaria, pero una vez que pasan a las siguientes etapas su
alimentacion se basa en fitoplancton y zooplancton, y finalmente en la etapa de post larvas
cambian a pequefios crustaceos, detritos, gusanos y bivalvos (Beltran & Vega, 2022).

Esta especie presenta mejores resultados productivos comparados con otros debido a
factores como: su ritmo de crecimiento, menores requerimientos de proteina, resistencia a
cambios bruscos de factores ambientales como niveles bajos de oxigeno y salinidad, y
finalmente posee una alta supervivencia cuando se encuentra en etapa larval. Todas estas
caracteristicas positivas lo vuelven una excelente opcion al momento de la crianza en piscinas y

es por esto que su crianza se ha popularizado a nivel mundial (Tizol et al., 2004).

1.5.2 Vibriosis en camarones

El cultivo de camaron en piscinas se ve afectado constantemente por enfermedades
bacterianas que deterioran su valor comercial y por ende disminuyen la rentabilidad econémica
de este cultivo. Las especies del género Vibrio se encuentran de forma natural en el medio

marino, coexistiendo con los animales que se crian en los sistemas de cultivos, donde pueden



llegar a colonizar las branquias, tracto intestinal y cuticula del huésped. Son patdgenos
oportunistas ya que atacan cuando los factores ambientales son favorables para estas bacterias,
también cuando los mecanismos de defensa del huésped estan suprimidos o cuando el huésped se
encuentra estresado por factores ambientales como deficiente calidad de agua, elevadas
densidades de poblacién, temperatura del agua muy alta, poco oxigeno disuelto y poco recambio
de agua (Pefia, 2019).

La vibriosis es una enfermedad que se genera por bacterias gram negativas del género
Vibrio y es responsable de grandes pérdidas en el sector acuicola a nivel mundial, ya que la
mortalidad de las enfermedades que ocasionan puede llegar hasta el 95% en algunos casos (Pefia,
2019). En el continente americano es la tercera enfermedad de mayor importancia sanitaria solo
después de la enfermedad de la mancha blanca y el sindrome de Taura. Cominmente los
huéspedes de esta enfermedad son susceptibles a adquirir la bacteria en etapas de larva, aunque
los vibrios son capaces de infectar a los camarones en sus diferentes etapas de desarrollo
(Serrano, 2014).

Los camarones enfermos por vibriosis se los puede identificar porque presentan los
siguientes sintomas: de forma externa se pueden observar el cambio de color en las branquias a
tonos rojos o marrones, enrojecimiento del cuerpo, aletargamiento, disminucién de la
alimentacién y nadan de forma erréatica ya sea cerca de los bordes o la superficie, pérdida de
patas y ademas de lesiones caracteristicas que se forman en la cuticula de color marrén o negras.
Mientras que, de forma interna se observa una musculatura blanda, infeccion del hepatopancreas
y hemolinfa, incluso en algunos casos septicemia generalizada (Pefia, 2019).

Todas estas enfermedades de origen bacteriano y virico han provocado el uso desmedido
de antibidticos en el sector acuicola, afectando no solo a los animales de crianza sino tambien al

medio ambiente, al ser humano y ademas de evitar la aparicion de bacterias con resistencia; en



respuesta a esto muchos paises han endurecido sus leyes con respecto al uso de estos antibidticos

llegando incluso a prohibirlos (Keong et al., 2015).

1.5.3 Acidos orgénicos

Los acidos organicos son compuestos quimicos cuya estructura se basa en una cadena
hidrocarbonada junto a un grupo -COOH. La forma de obtencion de estos compuestos se da, por
medio de sintesis quimica o procesos fermentativos llevado a cabo por bacterias. Son empleados
en la industria de los alimentos como aditivos, cuyas funciones van desde agentes de

transformacion, antioxidantes o conservantes.

1.5.3.1 Estabilidad, solubilidad y disociacién de &cidos organicos

Este tipo de compuestos organicos se caracterizan por su estabilidad frente a cambios de
temperatura, pH, presencia de luz y su eficacia se mantiene en presencia de materia organica
(Lopez, 2010). El grupo -COOH presente en su estructura les otorga el caracter polar al integrar
puentes de H entre el agua y la molécula del &cido organico. A su vez, su solubilidad es
dependiente del nimero de carbonos presentes en su cadena, a mayor nimero de carbonos esta
se ve reducida considerablemente (Agurto, 2015).

Al establecer si un acido es fuerte o débil, se toma en cuenta su capacidad de disociacion
en soluciones acuosas, siendo la disociacion de un &cido la capacidad de liberar H* al medio.
Con el valor pKa, es decir, el pH al cual un 50% del acido esta disociado (Agurto, 2015), es
posible denominar fuertes a aquellos cuyos valores de pKa son menores y débiles a aquellos con
valores de pKa mayores. En el caso de los acidos organicos, estos son generalmente acidos

débiles incapaces de disociacion completa en el agua (FISHER, 2023).



Algunos de los &cidos organicos comunmente utilizados en la industria son:

Tabla1.1

Acidos organicos empleados en la industria alimentaria
Acido Formula pKa Funcién

Propidnico CH3CH,COOH 4.88 Bactericida,fungicida

Formico HCOOH 3.75 Conservante
Acetico CH3COOH 4.76 Conservante
Sorbico CH3CH:CHCH:CHCOOH 4.76 Fungicida
Léctico CH3CH:CHCH:CHCOOH 3.83 Acidulante, Biocida

Citrico (HOOCCH).C(OH)COOH 3.12 Conservante,antioxidante

Nota. Adaptado de: Isaza et al. (2019).

1.5.3.2 Método de accidn de acidos organicos como antimicrobiano

El empleo de acidos orgénicos como antimicrobiano en la industria camaronera se da
principalmente a través de la inclusion de estos en piensos alimenticios. EI método de accion de
dichos acidos parte de su capacidad de disociacién en agua, siendo aquellos que se presentan

valores de pKa mas elevados los que poseen el mayor efecto antimicrobiano. Al presentarse en

su forma no disociada, se incrementa la cantidad de acidos libres capaces de ingresar a la célula
bacteriana por difusion simple, causando alteracion en su estructura y posterior muerte celular.

Segun estudio realizado por Silva, Jiménez, Vivas, Mayer & Figueredo (2021), en el cual
se evalud el uso de &cidos organicos en larvicultura comercial de camar6n blanco, se evidencio
la inhibicién de crecimiento de Vibrio harveyi a partir de una concentracion de 500 ppm en
presencia de acido lactico al 85% (Silva et al., 2021). A su vez, a partir de la aplicacion de acido
férmico y acido lactico, a concentraciones de 500 ppm y 200 ppm, respectivamente, se
obtuvieron resultados favorables para la inhibicién de Vibrio vulnificus.

Por otro lado, a partir del estudio de Adams & Boopathy (2013) referente a la aplicacion

de &cido formico para control de vibriosis en camardn, se registrd la inhibiciéon total del



crecimiento de las distintas especies del género Vibrio, a una concentracion aplicada de 0.05%
de este acido, concluyendo que podria usarse en una granja de acuicultura para controlar la
infeccion por Vibrio, ya sea como desinfectante o0 como suplemento prebidtico para el camaron

(Adams & Boopathy, 2013).

154 PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa, denominada PCR, se trata de una técnica de
biologia molecular basada en la amplificacion de acidos nucleicos a partir de una pequefia
muestra de ADN. Esta técnica es ampliamente usada para la identificacién de microorganismos,
caracterizada por su sensibilidad y rapidez, basandose en el principio de replicacion del ADN en
las células, en donde la enzima polimerasa genera una copia complementaria a la hebra de ADN
parental a partir de trifosfato desoxirribonucleétido (ANTPs) en solucién (Armendariz y Barreiro,
2013).

El proceso de amplificacion de acidos nucleicos consta de tres etapas:

1. Desnaturalizacion del ADN: Se somete el extracto de ADN a una temperatura de
95 °C durante 30 segundos. En esta etapa ocurre la ruptura de los puentes de
hidrégeno, separando ambas cadenas que componen al ADN, convirtiéndolo en
ADN de cadena sencilla.

2. Hibridacién: En un rango de temperatura de 50 a 60 °C, se alinean al extremo 3’
los cebadores (Campafia, 2018), uniéndose a las cadenas de ADN a amplificar.

3. Extension: EI ADN polimerasa se encarga de sintetizar para las cadenas moldes
una cadena de ADN complementaria. Las cadenas sintetizadas cumplen la

funcion de molde para ser utilizadas en el ciclo posterior. Los ciclos se repiten



entre 20 y 45 veces hasta que resulta en una acumulacién exponencial del

fragmento de ADN amplificado (Perera y Acebedo, 2018)

10
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Capitulo 2

2.1 Metodologia

2.1.1 Disefo de experimento

Para la obtencidn del disefio experimental se empled el software estadistico
STATGRAPHICS Centurion 18. Considerando las caracteristicas de los datos a emplear, se opto
por un disefio de tipo Multifactorial categdrico, compuesto por 2 factores y 1 variable de

respuesta, tal y como se presenta en la Figura 2.1.

Figura 2.1

Condiciones definidas para el disefio experimental

Clase de Disefio Aceptar

" De Cribado

" Supeificie de Respuesta ﬂl
" Mezcla

" Factorial Multinivel ﬂl

" Aneglos Intemo/E stema
™ Un Solo Factor Categérico

* Mult-Factor Categoncos I
T Componentes de Vananza [jeraiquicos)

No. de Variables de Respuesta:
1

N® de Factores Experimentales:
2

Comentario:

Con respecto a la definicion de los factores, tanto de Temperatura, como de Tipo de
acido, se establecieron los numeros de niveles por cada variable, presentadas en la Figura 2.2,

procediendo a ingresar los valores de los niveles segun lo detallado en la Tabla 2.1.
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Figura 2.2

Definicidn de factores y niumero de niveles para el disefio experimental

| |
Factor Nombe: Aceptar Factor Nombre: Aceptar

A C Temperatua CA c /Acido organico
Etiquetas Etiquetas
®0 pa 4, cB (o)
No. de Niveles: — No. de Niveles: —
. . . = _Cocos - - [ ancelar
. s (Unidades o comentario} s : . (Uridades o comentaiic: Avs |
c r

Celenas c (e [
Apada - - Ayuda

Tabla 2.1

Factores experimentales y sus respectivos niveles

Factor Niveles
Temperatura 25°C
35°C

Acido organico Lactico

Foérmico

Citrico

Como variable respuesta se establecio al crecimiento poblacional de Vibrio, representado
por las UFC/mL obtenidos por cada muestra analizada, para finalmente adquirir la tabla de
disefio experimental presentada en la Figura 2.3, en la cual se contemplan los posibles 6

tratamientos y su réplica, sin aleatorizar, para la posterior ejecucién del experimento.



Figura 2.3
Tabla de disefio experimental obtenida en STATGRAPHICS Centurion 18
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| Comentariosdel tfotio BLOQUE Temperatura | Acido orginico T{n T coLs col_6 col 7 Col_8 ol 8
Statlog [ Trataniento Celsius Tipo UFC/ml ]
Lv-bmsdlew‘-oMu\h Entero Numérico Texto Numérico Numérice Husérico Humérico Numérico Numérico
1 1 25 Formico
2 2 25 Lictico
3 |3 25 Citrico
'l 35 Fornico
5 5 35 Lictico
6 6 35 citrico
7 25 Formico
L] 8 25 Lactico
s 9 25 Citrico
10 10 35 Formico
1 35 Lictico
12 12 35 citrico
I
14
15 b
|H 4 b W}, Evaluacion de ac orgaricas en 4 B 5 C [« i i |L|]

2.1.2 Recoleccion y transporte de muestras
Las muestras de agua fueron recolectadas de piscinas camaroneras ubicadas en el sector

Churute, provincia del Guayas, localizada a 1 hora 5 minutos aproximadamente del laboratorio

13

en donde se realizaron los andlisis microbioldgicos correspondientes. Las piscinas seleccionadas

fueron aquellas que presentan problemas por la presencia de Vibrio, permitiendo de tal manera la

ejecucion de una experimentacion mas confiable.

La recoleccion y transporte de muestras de agua de piscinas camaroneras fue llevada a
cabo conforme a las directrices especificadas en las normas NTE INEN 2176:2013 AGUA.
MUESTREO PARA EXAMEN MICROBIOLOGICOy la NTE INEN 2169:2013 AGUA.
CALIDAD DEL AGUA. MUESTREO. MANEJO Y CONSERVACION DE MUESTRAS, con
el uso de envases estériles y un contenedor para mantener las muestras a temperaturas de entre
2°C a 5 °C durante el transporte.

Al tratarse de muestras ambientales, se empleo la metodologia descrita en Suérez et al.

(2015) tomando el agua en dos puntos de la piscina, la entrada y centro de esta, mediante la

inmersion a 20 cm de los envases estériles.
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2.1.3 Preparacién de medio de cultivo

Para la inoculacion bacteriana se emple6 el medio de cultivo selectivo Agar TCBS (Agar
Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa). La preparacion se realiz6 siguiendo la relacion indicada por el
proveedor, siendo ésta la suspension de 88g de polvo en 1 litro de agua purificada.
Posteriormente, fue sometido a agitacion y calentamiento hasta ebullicién, enfriamiento y vertido

en las placas Petri de plastico estériles.

2.1.4 Acidificacion de tratamientos

Como primer paso se establecio el valor de pH objetivo en 6,7 para todos los acidos
empleados en los 12 tratamientos por cada muestra de agua de piscina, esto de acuerdo con el pH
minimo que pueden tolerar los camarones para su crecimiento adecuado en las piscinas
(Skretting, 2020).

Los acidos utilizados se encontraban en altas concentraciones (acido férmico al 88%,
acido lactico al 85% y acido citrico al 100%) por lo que fue necesario hacer diluciones con agua
destilada de cada uno de los &cidos hasta lograr una concentracion final de 30%, por medio de la
siguiente formula:

CVy =GV, (2.1)

Las diluciones se realizaron en la campana de extraccion para evitar el contacto con los gases
generados de los acidos concentrados. Por cada acido se preparé 100 mL de dilucién en botellas
de vidrio de 500 mL. A continuacién, para saber la cantidad de &cido necesario para lograr el pH

de 6,7 en cada tratamiento se procedi6 a dosificar poco a poco la dilucion de acido.
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2.1.5 Control de temperaturay pH

El control de ambos parametros se realiz6 en 3 tiempos 0, 24 y 48 horas, y se llevo a cabo
con la ayuda de un pHmetro que mostraba el valor tanto de pH como de temperatura cada vez que
se realizaba la medicidn respectiva.

Cabe mencionar que los 12 tratamientos que hubo por cada muestra de agua se mantuvieron
dentro de incubadoras para poder controlar la temperatura, de los cuales 6 tratamientos se
mantuvieron en una incubadora a 35 °C mientras que los 6 tratamientos restantes se colocaron en
otra incubadora a 25 °C.

Por medio de la medicidn de la temperatura se verifico que los tratamientos se encontraban
a la temperatura adecuada y que no hubo diferencias significativas entre ellos dentro de las
incubadoras. Por otra parte, la medicion de pH permitio registrar cambios en los tratamientos con

forme transcurria el tiempo desde la acidificaciéon inicial.

2.1.6  Analisis microbioldgico

Se analizo la efectividad de los &cidos en los tratamientos a través de la técnica de conteo
en placas Petri. Primero fue necesario realizar diluciones de cada tratamiento hasta llegar a 102y
107, Las diluciones se realizaron tomando 1 mL de cada tratamiento y colocando en tubos de
ensayo con 9 mL de agua buffer fosfato de pH 7. Posteriormente se inocul6 200 ul en las placas
Petri y se utiliz6 la técnica de esparcido en placa con ayuda de un asa triangular (Suérez et al,
2015).

A continuacion, se colocaron las placas en una incubadora a 37 °C por 24 horas,
transcurrido este tiempo se contaron las colonias y se realizo el calculo tomando en cuenta las
diluciones y la cantidad de microlitros inoculados para finalmente reportar los resultados como

UFC/mL.
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La efectividad de los &cidos organicos fue evaluada segun su capacidad de reduccion de
la carga microbiana a las 48 horas de aplicado el tratamiento, siguiendo la ecuacion propuesta

por (Jemil et al., 2017):

% Reduccién microbiana = Nl;]i X 100% (2.2)

Siendo:
Ni: Conteo crecimiento bacteriano (UFC/mL) en tiempo 0 horas.

N¢. Conteo crecimiento bacteriano (UFC/mL) en tiempo 48 horas.

2.1.7 Anadlisis por PCR

Para realizar el analisis por PCR se escogi6 entre las placas que se incubaron a 48 horas
aquellas que presentaron los mejores resultados en cuanto a la combinacién de variables

temperatura y &cido. Por cada muestra de agua tomada se analizo 1 placa Petri por PCR.

2.1.8 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizd empleando el software STATGRAPHICS
Centurion 18, obteniendo de tal forma el analisis de varianza ANOVA, para posterior

determinacion de la existencia de efecto significativo de cada factor y su interaccion.
2.1.9 Estimacion de costos

Se calculd el costo estimado en base a la relacion de la cantidad de acido organico
empleado para alcanzar el pH de 6,7 deseado a escala de laboratorio en las muestras de 200 mL,

siendo llevada a escala real de piscina camaronera.
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Capitulo 3

3.1 Resultados y analisis
3.1.1 Anadlisis microbioldgico

En la Tabla 3.1 se exponen los valores obtenidos del crecimiento de Vibrio en las muestras
sometidas a los distinto tratamientos con acidos organicos y temperaturas de 25°C y 35°C. Los
valores descritos representan las medias aritméticas de los andlisis llevados a cabo a las 12
muestras durante las cuatro semanas de estudio, detallados en Tabla 7 del Apéndice A, para

posterior analisis estadistico.

Tabla 3.1

Media de crecimiento de Vibrio por tratamiento

Crecimiento Vibrio [UFC/mL]
Tratamiento Tiempo
0 24 48
T1 1,53x10° 1,28 x10° 1,12 x10°
T2 1,40 x10° 1,21 x10° 1,03 x10°
T3 1,51 x10° 1,30 x10° 1,19 x10°
T4 1,56 x10° 1,36 x10° 1,20 x10°
T5 1,46 x10° 1,29 x10° 1,16 x10°
T6 1,49 x10° 1,35 x10° 1,24 x10°

En base lo tabulado en la Tabla 3.1, se obtuvo que la poblacién inicial de Vibrio en las
muestras de agua de piscina camaronera se encuentra en un rango de 1,4 x10%a 1,6 x10°
UFC/mL. La carga inicial de las muestras, reflejan condiciones favorables de las piscinas para el
desarrollo de Vibrio, especialmente su pH, cuyo rango fue de 8,5 a 8,7, ademas de presencia de
materia organica propia de las piscinas. Se conoce que estos microrganismos son los
responsables de la descomposicidn de materia organica como azUcares, proteinas, celulosa,
lignina, entre otros, de la cual obtienen los nutrientes necesarios para su desarrollo; la
descomposicion de dicha materia orgéanica se encuentra influenciada por el pH y la temperatura,
siendo mayor cuando estos se incrementan a niveles de 35°C y 8,5 respectivamente (Rodriguez

& Sandoval, 2010).
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Segun Wardiyanto et al. (2019) la abundancia de bacterias del género Vibrio en
acuicultura con una cantidad superior a 10* UFC/mL incrementa la incidencia de enfermedades
como las de heces blancas, vibriosis y mortalidad masiva en camarones.

A continuacidn, se presentan los resultados obtenidos por acido a los dos niveles de temperatura:

Figura 4.1

Crecimiento de Vibrio (UFC/mL) en tratamiento con acido formico a 25°C

Tratamiento con Acido formico a 25°C
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Figura5.2

Crecimiento de Vibrio (UFC/mL) en tratamiento con acido formico a 35°C

Tratamiento con Acido férmico a 35°C
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En las Figuras 3.1 y 3.2 se presenta el efecto del &cido férmico frente al crecimiento de
Vibrio durante intervalos de 0, 24 y 48 horas, en muestras expuestas a temperaturas de 25°C y

35°C, respectivamente. Pasadas las 24 horas, en muestras a 25 °C se obtuvo la disminucion de la
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carga microbiana inicial, pasando de 1,56 x10° a 1,28 x10° UFC/mL, siendo en menor magnitud
pasada las 48 horas, en las que se alcanzo los 1,20 x10° UFC/mL. Por otro lado, en aquellas

muestras sometidas a la temperatura mas alta, se logré una reduccion con una carga inicial de 1,56

x10%a 1,36 x10° UFC/mL.

Figura 6.3

Crecimiento de Vibrio (UFC/mL) en tratamiento con acido lactico a 25°C

Tratamiento con Acido Lactico a 25°C
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Figura 7.4

Crecimiento de Vibrio (UFC/mL) en tratamiento con &cido lactico a 35°C
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Para las muestras sometidas a la accion del acido lactico representadas en las figuras 3.3
y 3.4, ala menor temperatura se observé una carga inicial de 1,46 x10° hasta alcanzar a las 24

horas las 1,25 x10° UFC/mL, finalizando a las 48 horas con una carga de 1,16x10° UFC/mL. A



su vez, en los tratamientos llevados a cabo a 35 °C, la reduccion fue menor en comparacion de
los otros tratamientos, iniciando con una poblacion de 1,40 x 10° UFC/mL, obteniendo una

reduccion a las 48 horas de 1,03 x10° UFC/mL

Figura 8.5

Crecimiento de Vibrio (UFC/mL) en tratamiento con &cido citrico a 25°C

Tratamiento con Acido Citrico a 25 °C
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Figura 9.6

Crecimiento de Vibrio (UFC/mL) en tratamiento con &cido citrico a 35°C
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Con respecto al &cido citrico, su efecto se evidencid con una reduccion partiendo de 1,51 x10°
UFC/mL, hasta las 1,32 x10° UFC/mL pasadas las 24 horas y finalmente 1,24 x10° UFC/mL

transcurridas las 48 horas luego de la aplicacion del &cido y almacenadas a una temperatura de

20
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25 °C. Para sus homologas a 35°C, la reduccién poblacional se produjo partiendo de 1,49 x10°

UFC/mL hasta alcanzar los 1,24 x10° UFC/mL a las 48 horas.

Figura 10.7

Efectividad de acidos organicos en el crecimiento de Vibrio y el efecto de temperatura

Efectividad de acidos y efecto de temperatura
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A partir del analisis microbioldgico, se obtuvo la eficacia de estos en base a la reduccion
de la poblacion de Vibrio hasta las 48 horas, de tal forma se evidencio en la Figura 3.7, que aquel
con mayor eficacia es el &cido formico con el 27% una temperatura de 25°C y de 23% a 35°C.
Seguido por el acido lactico con el 26% y por altimo el acido citrico con el 21%. La efectividad
y efecto antimicrobiano de los &cidos radica en el valor de su constante de disociacion pKa,
mayores valores se traducen en mayor proporcion del &cido en su forma no disociada, lo cual
conlleva a la lisis celular. EI mecanismo de accion se basa en que, al encontrarse en su forma no
disociada, las moléculas del &cido atraviesan con facilidad las membranas de las células de
bacterias Gram negativas. Una vez dentro de la célula, donde el pH es superior a su pKa, una
considerable cantidad del &cido experimenta disociacion, liberando iones de hidrégeno (H+). La
célula microbiana, con el fin de expulsar estos iones de hidrdgeno, requiere grandes cantidades
de energia, lo que finalmente conduce al deterioro y muerte celular (DSM, 2018).

Por lo tanto, el acido férmico como el acido lactico, al presentar valores similares de pKa

poseen un porcentaje de efectividad aproximado, siendo el caso contrario al acido citrico cuyo
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pKa es menor con un valor de 3,12. De tal forma, el orden de efectividad de los &cidos es el
siguiente:
Acido formico > Acido Lactico > Acido Citrico

A su vez, se puede evidenciar el efecto de la temperatura en los tratamientos, ya que todos
presentaron una reduccion de poblacion de Vibrio menor a 35°C frente a aquellos a temperaturas
de 25°C, indicando que existe un efecto directo de la temperatura en la efectividad de los
tratamientos para la reduccion del crecimiento de Vibrio. Segun estudio realizado por Lopes
(2020), se demostrd que la temperatura presentd una correlacion (0,44*), frente al crecimiento de
Vibrios, particularmente V. parahaemolyticus. Esto puede ser justificado ya que, a mayores
temperaturas, se produce una mayor disociacién de los &cidos, reduciendo su efecto
antimicrobiano y a su vez, las altas temperaturas favorecen al crecimiento del Vibrio pues este se
desarrolla en condiciones 6ptimas de temperatura de 37°C.

3.1.2 Resultados PCR

Figura 11.8
Analisis PCR de muestras

En base al analisis PCR al que fueron sometidas las muestras con mejores resultados de
reduccion poblacional de Vibrio, se obtuvo la coincidencia con la banda patrén para
V.parahaemolyticus y V. cholerae. Tal como indica Lopes (2020), a valores de pH altos en un

rango de 8,8 a 9,25 y temperaturas de 27 a 28 °C influyen positivamente en el incremento de
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bacterias sacarosa negativa como; V. parahaemolyticus, cuya concentracion reportada en su

estudio fue de 450,38 + 243,26 UFC/mL.

3.1.3 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realizo tomando los valores de la
tabla 3.1 a los cuales se le aplico un andlisis de varianza ANOVA por medio del software
Statgraphics. Como se aprecia en la figura 3.9 se obtuvo para la variable temperatura un valor-P
menor a 0,05 indicando asi que representd un factor significativo en nuestro experimento. Pero
no fue asi para la variable acido organico y la interaccion de ambas variables que obtuvieron un

valor-P mayor a 0,05.

Figura 12.9

Analisis de varianza ANOVA obtenido del software Statgraphics

Analisis de Varianza para Crecimiento Vibrio - Suma de Cuadrados Tipo lll

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

ATemperatura 2,1675E8 1 |2,1675E8 6,33 0,0456
B:Acido organico 2,64667E8 2 |1,32333E8 3,86 0,0835
INTERACCIONES

AB 2,6E7 2 |13E7 0,38 0,6995
RESIDUOS 2,055E8 6 |3,425E7

TOTAL (CORREGIDO) 7.12917E8 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

3.1.4 Estimacion de costos

Como primer paso para analizar los costos se procedio a calcular el volumen de dilucién
de &cido al 30% necesaria para un determinado volumen de muestra. Como podemos ver en la
Tabla 3.2 se empez0 por una escala a nivel de laboratorio, es decir se partio de los datos que se
recolectaron durante la experimentacion. Donde se obtuvo que, en promedio, por cada 200 mL
de muestra de agua de piscina se necesitaron las siguientes cantidades de dilucion de &cidos: 30
ul de acido formico, 40 pl de acido lactico y 70 pl de acido citrico. De esta forma se pudo
extrapolar los datos obtenidos a una escala de mililitros de dilucion necesarios por cada m® de

muestra y finalmente a una escala de litros de dilucion necesarios por cada 1000 m® de muestra
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donde se obtuvieron los siguientes resultados: 150 litros de acido formico, 200 litros de acido

lactico y 350 litros de acido citrico.

Tabla 4.2

Calculo de litros de dilucion al 30% necesarios por cada 1000 m3 de muestra

Acido organico | ul/200 mL mL/m?® Litros/1000 m®
Formico 30 150 150
L actico 40 200 200
Citrico 70 350 350

Para la segunda parte del analisis de costos fue preciso detallar el precio por litro de cada
acido orgénico concentrado y el precio por litro de agua destilada, con estos datos se pudo
obtener cual seria el costo por litro de dilucion al 30% por cada acido. De esta forma junto con la
cantidad de litros de dilucion obtenidos de la Tabla 3.2 se calculé cual seria el costo de la
aplicacion de los &cidos organicos por cada 1000 m® de muestra de agua de piscina. Como
podemos ver en la tabla 3.3 el acido citrico fue el que presentd un menor costo de aplicacion con

$920,50 seguido por el &cido lactico y por Gltimo se tuvo al &cido férmico.



Tabla 5.3

Costo de implementacion de cada acido organico por cada 1000 m® de muestra
Acido Acido Acido
formico lactico citrico
Precio por litro de acido concentrado $77,08 $13,44 $7,10
Precio por litro de agua destilada $0,50 $0,50 $0,50
Costo por litro de dilucién al 30% $26,78 $5,24 $2,63
Costo de aplicacion por cada 1000 m® $4016,59 $1048,70 $920,50

Finalmente, para determinar cual seria la mejor solucion se opt6 por realizar una tabla
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donde se tomaron en cuenta dos criterios: la efectividad de cada &cido para reducir la poblacién

de Vibrio y como segundo criterio su viabilidad economica. A cada uno de estos criterios se le

colocé una ponderacion con valores de 1 a 5, siendo 1 la peor nota y 5 la mejor nota. Se sumaron

los valores dados a ambos criterios y a partir del total se concluy6 que el acido lactico seria la

mejor solucion por aplicar. Esto se decidié tomando en cuenta su efectividad para reducir la

poblacion de Vibrio con porcentajes de 26 y 20%, que son valores muy cercanos a los obtenidos

con el &cido formico debido a su valor de pKa. Y también se tomd en cuenta su viabilidad

econdmica, ya que es un acido organico relativamente barato y de facil acceso comercial.

Tabla6.4

Ponderacion de criterios para eleccion de solucion con escala de 1 a 5.
Acido Acido Acido
férmico lactico citrico
Efectividad en reduccion de 3 2 1
Vibrio spp.
Viabilidad economica 1 4 4
TOTAL 4 6 5
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Capitulo 4

4.1 Conclusiones y recomendaciones

411

Conclusiones
Los resultados muestran una estrategia viable para reducir la presencia de Vibrio
en camarén empleando acidos organicos en las piscinas, sin embargo, se debe

analizar el efecto sobre el desarrollo del camaro6n y sus caracteristicas sensoriales.

En base al andlisis microbioldgico, se concluy6 que el &cido férmico present6 la
mejor efectividad en la reduccion de la poblacion de Vibrio con un porcentaje de

27% y 23% para las temperaturas de 25 °C y 35 °C respectivamente.

Se evidenciod que, a la temperatura de 35 °C, el efecto antimicrobiano de los acidos
organicos se reduce. Esta reduccion de la efectividad estaria asociada a que se
favorece el crecimiento de Vibrio, que se desarrollan de forma Optima a temperatura

de 37°C.

A partir del andlisis de costos, se concluy6 que el acido lactico representa la opcion
mas viable basados en dos criterios: su efectividad para reducir la poblacion de

Vibrio y su costo de aplicacion.



4.1.2
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Recomendaciones

Se recomienda para un estudio futuro evaluar la eficacia de la combinacion de
acidos organicos en muestras de agua de piscinas camaroneras.

Se recomienda realizar una experimentacién similar, pero con condiciones de
experimentacion de tipo bioensayo, donde se podra contar con mayor cantidad de
parametros para el momento de evaluar los resultados.

Se recomienda evaluar la efectividad de los acidos organicos en etapas larvales de
los camarones, ya que en estas etapas también se presentan enfermedades
relacionadas con bacterias como Vibrio spp.

Se recomienda el estudio del efecto del tratamiento en conjunto con la aplicacién
de métodos alternativos como plasma frio o altas presiones en el procesamiento
del camaron.

Se recomienda evaluar los cambios producidos en la calidad final del camarén al

someterse a los tratamientos con &cidos organicos.
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Bioflux, 12 (2), 417-425. http://www.bioflux.com.ro/docs/2019.417-425.pdf

Apéndice A

Recuento en placas por tratamiento (UFC/mL)

UFC/mL
Tratamiento Tiempo
0 24 48
T1 1,25E+05 | 1,04E+05 | 1,04E+05
T2 1,35E+05 | 1,13E+05 | 1,01E+05
MUESTRA 1 T3 1,30E+05 | 1,11E+05 | 1,05E+05
T4 1,45E+05 | 1,37E+05 | 1,20E+05
T5 1,35E+05 | 1,18E+05 | 1,11E+05
T6 1,25E+05 | 1,12E+05 | 1,07E+05
T7 1,40E+05 | 1,14E+05 | 1,02E+05



http://www.bioflux.com.ro/docs/2019.417-425.pdf

T8 1,15E+05 | 9,70E+04 | 8,55E+04
T9 1,45E+05 | 1,23E+05 | 1,17E+05
T10 1,35E+05 | 1,21E+05 | 1,09E+05
T11 1,15E+05 | 9,80E+04 | 9,45E+04
T12 1,25E+05 | 1,16E+05 | 1,06E+05
. Tiempo
Tratamiento 0 4 18
T1 1,60E+05 | 1,30E+05 | 1,13E+05
T2 1,25E+05 | 1,02E+05 | 9,20E+04
T3 1,70E+05 | 1,40E+05 | 1,33E+05
T4 1,45E+05 | 1,38E+05 | 1,09E+05
T5 1,65E+05 | 1,36E+05 | 1,29E+05
MUESTRA 2 T6 1,75E+05 | 1,47E+05 | 1,39E+05
T7 1,55E+05 | 1,47E+05 | 1,13E+05
T8 1,30E+05 | 1,08E+05 | 9,70E+04
T9 1,50E+05 | 1,26E+05 | 1,19E+05
1,70E+05 | 1,39E+05 | 1,27E+05
T11 1,75E+05 | 1,44E+05 | 1,37E+05
T12 1,55E+05 | 1,38E+05 | 1,27E+05
Tratamiento Tiempo
0 24 48
T1 1,55E+05 | 1,27E+05 | 1,11E+05
T2 1,75E+05 | 1,33E+05 | 1,27E+05
T3 1,65E+05 | 1,38E+05 | 1,30E+05
T4 1,55E+05 | 1,37E+05 | 1,24E+05
MUESTRA 3 T5 1,65E+05 | 1,46E+05 | 1,36E+05
T6 1,80E+05 | 1,53E+05 | 1,49E+05
T7 1,75E+05 | 1,39E+05 | 1,29E+05
T8 1,65E+05 | 1,34E+05 | 1,23E+05
T9 1,70E+05 | 1,40E+05 | 1,33E+05
T10 1,80E+05 | 1,48E+05 | 1,41E+05
T11 1,45E+05 | 1,26E+05 | 1,20E+05
T12 1,60E+05 | 1,42E+05 | 1,39E+05
. Tiempo
Tratamiento 0 4 18
T1 1,75E+05 | 1,44E+05 | 1,26E+05
T2 1,30E+05 | 1,18E+05 | 9,40E+04
MUESTRA 4 T3 1,35E+05 | 1,13E+05 | 1,05E+05
T4 1,55E+05 | 1,36E+05 | 1,14E+05
T5 1,40E+05 | 1,28E+05 | 1,07E+05
T6 1,60E+05 | 1,43E+05 | 1,32E+05
T7 1,40E+05 | 1,19E+05 | 1,02E+05
T8 1,45E+05 | 1,29E+05 | 1,09E+05
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T9 1,40E+05 | 1,23E+05 | 1,08E+05
T10 1,65E+05 | 1,34E+05 | 1,18E+05
T11 1,25E+05 | 1,07E+05 | 9,45E+04
T12 1,15E+05 | 1,09E+05 | 9,20E+04
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