Escuela Superior Politécnica del Litoral

Facultad de Ingenieria Maritima y Ciencias del Mar

Efecto de extracto de ajo (Allium sativum) en dietas de camaron blanco

(Penaeus vannamei) sobre la melanosis post-cosecha

Proyecto Integrador

Previo a la obtencién del titulo de:

Ingeniero en Acuicultura

Presentado por:

Gia Nicole Cepeda Tamayo

Jeimy Anallely Quimi Gonzalez

Guayaquil — Ecuador

2023



Dedicatoria

El presente proyecto lo dedico a mi
familia. A mis padres Pilar, José,
Giovanni y a mis hermanos, Gianna y
Jean, quienes han sido mi apoyo y mi
guia tanto en mi camino académico como

personal. Ustedes son la razon de todo.

A nuestro equipo de trabajo, Ph.D.
Stanislaus Sonnenholzner, Msc. Cecilia
Tomala y Dra. Jenny Rodriguez, por su
inmedible paciencia, compromiso y
dedicacidn. Sus consejos, lecciones y
ejemplo los llevaremos grabados el resto
de nuestra vida profesional. Esto no

hubiese sido posible sin ustedes.

Este proyecto se lo dedico especialmente
a Dios. Su presencia nos acompafié en la
sabiduria, fortaleza y entendimiento que
se requirio para llevarlo a cabo. Este
documento no es mas que una mera
explicacion de la inmensidad de su

Creacion.

Gia Cepeda



Dedicatoria

El presente proyecto dedico a Dios por
guiarme, darme sabiduria y fortaleza a
través de los maravillosos padres Jimen 'y
Cecilia, mis hermanos Roy y Jimmy
quienes son el pilar fundamental de mi
vida, por ser ejemplos de perseverancia,
por su esfuerzo, apoyo, amor a lo largo de
mi vida académica. A mi abuelita que
desde el cielo es mi guia y siempre me

alento a superarme.

Jeimy Quimi



Agradecimientos

Un profundo agradecimiento al personal
del CENAIM que nos apoyo en la
realizacion el presente proyecto. A Ivan,
Ricardo, Cristhian, Alejandro, Anita,
Rosita, Nelson, Ramiro y Manuel. Solo
ustedes saben y comparten el sacrificio

que se requirid para su culminacion.

Mis mas sinceros agradecimientos a los
docentes que nos ayudaron en este
proyecto y en nuestra vida académica
también. Especialmente al Msc. Jerry
Landivar, Dr. Jorge Cuéllar-Anjel, Dr.
Wilfrido Arguello, Dr. Marco Alvarez y
Msc. Adrian Méarquez. Su pasién por la
acuicultura es la mejor ensefianza que nos
han inculcado y forma ahora parte

integral de nuestra vida profesional.

Finalmente, gracias a Juan Castillo. Tu
incondicional apoyo, constante compaiiia
y singular carisma fueron un pilar para

este proyecto y para mi vida académica.

Gia Cepeda



Agradecimientos

Mi mas sincero agradecimiento a todo el
personal de CENAIM que sin pensarlo
brindaron su ayuda, en especial a MSc.
Cecilia Tomala por su paciencia y
dedicacion en la ejecucion del proyecto.
A los profesores que nos formaron
profesionalmente, mas a aquellos que
dedicaron su tiempo para saber guiarnos.
Gracias a los compafieros los momentos
compartidos y por no hacerme sentir lejos
de casa. A mis amigos David por el apoyo
y perspicacia, a Anita por las risas
compartidas que hicieron mas ameno el
proyecto, a Gia por confiar en mi como su
compafiera. A Gonther que, aungue no
este fisicamente a mi lado, su amor y
lealtad durante las noches de estudios han

sido parte de este logro académico.

Jeimy Quimi



Declaracion Expresa

Nosotras Cepeda Tamayo Gia Nicole y Quimi Gonzalez Jeimy Anallely acordamos y
reconocemos que la titularidad total y exclusiva sobre los derechos patrimoniales de patente de
invencién, modelo de utilidad, disefio industrial, informacién no divulgada y cualquier otro
derecho o tipo de Propiedad Intelectual que corresponda o pueda corresponder respecto de
cualquier investigacion, desarrollo tecnolégico o invencién realizada durante el desarrollo de
su trabajo de titulacion, incluyendo cualquier derecho de participacidn de beneficios o de valor
sobre titularidad de derechos, perteneceran de forma total, perpetua, exclusiva e indivisible a
LA ESPOL, sin limitacion de ningun tipo. Se deja ademas expresa constancia de que lo aqui
establecido constituye un “previo acuerdo”, asi como de ser posible bajo la normativa vigente
de transferencia o cesién a favor de la ESPOL de todo derecho o porcentaje de titularidad que

pueda existir.

Sin perjuicio de lo anterior los alumnos firmantes de la presente declaracion reciben en este
acto una licencia de uso gratuita e intransferible de plazo indefinido para el uso no comercial
de cualquier investigacion, desarrollo tecnoldgico o invencion realizada durante el desarrollo
de su trabajo de titulacion, sin perjuicio de lo cual deberdn contar con una autorizacion previa
expresa de la ESPOL para difundir publicamente el contenido de la investigacion, desarrollo

tecnologico o invencion.

Asi también autorizamos expresamente a que la ESPOL realice la comunicacion publica de la
obra o invento, por cualquier medio con el fin de promover la consulta, difusion y uso publico

de la produccién intelectual.

Guayaquil, 6 de febrero del 2024.

Pl

/,

Gia Nicole Cepeda Jeimy Anallely Quimi
Tamayo Gonzalez

VI



Evaluadores

mado electrénicamente por:
OSE JERRY LANDIVAR
L.~ ZAMBRANO

CAUSTuU LOWT

PhD.‘%m'sléus Sonnenholzner

Tutor de proyecto

MSec. Jerry Landivar Z.

Profesor de Materia

VII



Resumen

Una de las principales preocupaciones que se enfrenta en la etapa de produccién es el
control de la melanosis del camarén. La melanosis se da por reacciones enzimaticas que se
expresan en un cambio de color en los tejidos. Para neutralizar la actividad enzimatica, se
emplean antioxidantes como el Metabisulfito de Sodio (MBS) que previenen la melanosis. Sin
embargo, este aditivo implica riesgos para la salud humana y para el medio ambiente. Por su
su perfil altamente antioxidante, se propuso el uso de extracto de ajo para controlar la melanosis
en camarones.

Se evaluaron dos tratamientos de extracto de ajo: AJO 1 (0.036 ppm) y AJO 2 (0.180 ppm),
suministrados por 10 dias, y dos de cascara de ajo: C5y C10 (1.5 ppm), dados por 5 y 10 dias
respectivamente previo a la cosecha. Se corrieron mdltiples pruebas para demostrar la
efectividad de los extractos, las principales fueron actividad fenoloxidasa, melanosis y
organoléptica. Los resultados demostraron que C5 disminuye la actividad base de la
fenoloxidasa, pero no de manera significativa, este tratamiento es el que mas inhibe la aparicion
de la melanosis retrasandola aproximadamente 36 horas post-cosecha y es el que mejor

palatabilidad y receptividad presento.

Palabras Clave: Camarén, melanosis, MBS, extracto, ajo
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Abstract

One of the main concerns faced at the production stage is the control of shrimp melanosis.
Melanosis is caused by enzymatic reactions that are expressed in a change of color in the
tissues. To neutralize enzyme activity, antioxidants such as Sodium Metabisulfite (MBS) are
used to prevent melanosis. However, this additive poses risks to human health and the
environment. Due to its highly antioxidant profile, the use of garlic extract was proposed to

control melanosis in shrimps.

Two treatments of garlic extract were evaluated: AJO 1 (0.036 ppm) and AJO 2 (0.180
ppm), supplied for 10 days, and two of garlic peel: C5 and C10 (1.5 ppm), given for 5 and 10
days respectively prior to harvest. Multiple tests were run to demonstrate the effectiveness of
the extracts, the main ones were phenoloxidase activity, melanosis and organoleptic. The
results showed that C5 decreases the base activity of phenoloxidase but not significantly, this
treatment is the one that most inhibits the appearance of melanosis delaying it approximately

36 hours postand is the best palatability and receptivity presented.

Keywords: Shrimp, melanosis, MBS, extract, garlic
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Capitulo 1



1. Introduccién

En Ecuador, desde el origen de la camaronicultura en los afios 60, hasta hoy, se ha
registrado un crecimiento exponencial de la exportacion del camarén, alcanzando cifras
historicas en 2023. Segun la Camara Nacional de Acuacultura (2023), para noviembre del
2023, el volumen de exportacion alcanzd las 216°042,043 libras, aumentando un 14% en

comparacion con el mismo periodo del 2022.

La creciente y exigente demanda externa del camaron, ha obligado a los productores
acuicolas a mejorar las propiedades de dicho producto. En términos de calidad, una de las
principales preocupaciones que se enfrenta en la etapa de produccion es el control de la
melanosis del camaron. La melanosis consiste en la decoloracion u oscurecimiento inofensivo
que ocurre en la cabeza, la cola, los apéndices natatorios y otras partes del cuerpo del
camarén (Lucien-Brun, 2016). Se da por una serie de reacciones enzimaticas, que se expresan
en un cambio de color en los tejidos que, pese a no ser un indicador del deterioro bacteriano y
no cambiar el sabor ni el olor del camaron, si afecta su presentacion e imagen. De acuerdo a
Bermudez-Medranda & Panta-Vélez (2019), esta condicién de calidad afecta la
comercializacién del producto, siendo la melanosis la causa de mayor rechazo del producto

en el mercado internacional.

La industria camaronera busca neutralizar la actividad enziméatica mediante inhibidores
que prevengan la melanosis y que no alteren el sabor ni la textura del camarén. En Ecuador,
el producto mas utilizado es el Metabisulfito de Sodio (MBS) por su eficiencia y facil
aplicacion (Llerena, 2011). No obstante, el MBS implica riesgos para la salud humana y para
el medio ambiente debido a que emplea sulfitos como principio activo, considerados como
sustancia toxica. Esta toxicidad se da tanto en la manipulacién del MBS, al ser corrosivo e

irritante, como por su consumo a través de la cadena alimenticia en personas susceptibles.



Puede causar problemas de salud a algunos consumidores, especialmente a personas que
padecen asma o deficiencias de sulfito oxidasa (Lucien-Brun, 2005). Por consiguiente,
agencias reguladoras como la Comunidad Econdmica Europea (CEE) o la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) han establecido limites maximos de
concentracion de sulfitos residuales en los tejidos del camarén destinados al consumo para

controlar los afectos adversos que pueda tener en la salud humana.

El uso de inhibidores alternativos que contrarresten la melanosis con la misma eficiencia
y menor riesgo para la salud humana puede resultar atractivo para la industria camaronera.
Entre las propuestas se encuentra el uso de productos naturales para aprovechar las
propiedades antioxidantes que posean. El ajo es conocido por sus numerosas bondades al
aplicarse en cultivos acuicolas y su caracter altamente antioxidante lo convierte en un
candidato atractivo. En los animales acuaticos, el ajo tiene propiedades antibacterianas,
antiparasitarias, antioxidantes e inmunoestimulantes, y se estudia experimentalmente como

promotor del crecimiento (Europa Azul, 2021).

Por consiguiente, en el presente estudio se evaluara el efecto de extracto de ajo (Allium
sativum) suministrado en dietas para camarén blanco (Penaeus vannamei) con la finalidad de
determinar el efecto que posee sobre la melanosis post-cosecha. Este analisis se enfocara en
explorar la respuesta inhibitoria del ajo sobre la enzima fenoloxidasa para inhibir la
melanosis, de manera en que se suspenda o reduzca el uso de MBS en las cosechas.

1.1 Descripcion del problema

El uso de MBS implica riesgos tanto para la salud humana como ambiental. Uno de los
mayores riesgos relacionados al MBS se da durante la cosecha de camarones en la
manipulacion del quimico, razdn por la cual en las fichas de seguridad de dicho insumo
(INEOS Calabrian, 2015; Supelco, 2023) se indica que presenta toxicidad aguda por

ingestion, por via cutanea y lesiones o irritacion ocular grave. Por ello, el uso de equipo de
3



proteccion personal (EPP) es de carécter obligatorio, tales como proteccién ocular y facial
completa, ropa que proteja las extremidades junto a guantes, botas, mandil y mascarilla con

filtro para particulas.

Pese a darse en casos muy puntuales, existen también riesgos para la salud humana
asociados a la ingesta de residuales de sulfitos a través de la cadena alimenticia. Segun
Loubes et al. (2009), se atribuye multiples reacciones alérgicas al consumo de sulfitos, en
especial en personas sensibles o asmaticas, pudiendo provocar respuestas dérmicas como
urticaria, prurito, eczemas o respiratorias como constriccion bronquial o rinitis; en casos

graves puede llegar a generar shock anafilactico.

Con respecto al aspecto ambiental, existe un riesgo marginal para los cuerpos acuaticos
en los que los residuos de MBS son desechados. Segun Rodriguez (2017) estipula, esto se
debe a que tales descargas pueden provocar que los cuerpos de agua disminuyan su capacidad
natural de absorber o neutralizar tales contaminantes, por lo que pierden la facultad de

sustentar de manera adecuada la vida acuatica.

La descarga de agua con MBS residual sin previo tratamiento en cuerpos de agua
naturales reacciona con el oxigeno disuelto (OD) provocando la formacion de compuestos
nocivos como dioxido de azufre gaseoso (SOz) junto a sustancias acidificantes como bisulfato
de sodio (NaHSOa), acido sulfurico (H2SO4) o acido sulfuroso (H2SOs) (Aragao et al., 2008;
Portillo et al., 2014). Como resultado, ademas de la acidificacion, también se reduce la
concentracion natural de OD. Segun Boyd & Gautier (2002), cuando el MBS se disuelve en
agua, se hidroliza para formar sulfito de acido sodico (también llamado bisulfito sédico).
Cada miligramo de bisulfito de sodio puede consumir 0,15 miligramos por litro de oxigeno
disuelto. Con 50.000 miligramos por litro, una solucion de 5 por ciento de bisulfito de sodio

puede reaccionar rapidamente con una gran cantidad de oxigeno disuelto. Cada miligramo de



bisulfito de sodio puede producir suficientes iones de hidrégeno para reducir la concentracion

total de alcalinidad en 0,48 miligramos por litro.

La lista de consecuencias que desencadena el uso de MBS es extensa, por lo que se
vuelve imperioso el uso de sustancias menos nocivas tanto para la salud humana como para la

ambiental.

La presente investigacion se realiz6 en colaboracion con el Centro Nacional de
Acuicultura e Investigaciones Marinas CENAIM-ESPOL.

1.2 Justificacion del problema

Debido a los riesgos relacionados con el MBS, entidades reguladoras como la FDA o la
CEE imponen concentraciones maximas aceptables detectables en los camarones, que va de
100 a 150 ppm, tanto por razones de inocuidad como por los riesgos a la salud, hecho que
impone una obligatoriedad en los productores a regirse bajo minuciosos protocolos de

cosecha con estrictos controles de tiempo y concentracion.

A partir de esto, se origina la demanda de un antioxidante alternativo igual de efectivo,
con el que se respete las normativas de inocuidad internacionales y que tenga menos efectos
adversos. El presente estudio propone el uso del ajo como reemplazo parcial o total del MBS.
Para ello se analizara la capacidad inhibidora del extracto de ajo sobre la enzima
fenoloxidasa, la responsable de la melanosis. Con esto se espera evitar de manera
significativa la melanosis en los tejidos del camardn, con lo que se tendra un producto
inhibidor que no representa un riesgo de calidad y menos nocivos tanto para la salud humana
como la ambiental, que no altera las caracteristicas organolépticas del camaron (olor y sabor)

y que es de facil manejo y suministracion.

Ademas, dada sus propiedades antibioticas y bactericidas, se espera reducir la carga
bacterioldgica presente en el intestino del camaron de manera significante, enfocado en

5



bacterias patégenas como los vibrios, con lo cual se mejorara la calidad y salud general del

camaron, si comprometer la flora intestinal.

Se espera obtener también una ventaja econdmica al reducir los costos de produccion por
la disminucion del uso de MBS al reemplazarlo por el extracto de ajo en las cosechas de

camaron.

1.3 Objetivos
Objetivo General
Evaluar el efecto del extracto de ajo (Allium sativum) en dietas de alimentacion previo

a cosechas de camarén blanco (Penaeus vannamei) para evitar la melanosis del cefalotorax

Obijetivos especificos

e Determinar el efecto inhibitorio del ajo a tres concentraciones sobre camarén blanco
(Penaeus vannamei) post mortem mediante pruebas de inmunologia y microbiologia.

e Evaluar la apariencia, sabor, textura y olor en camaron blanco (Penaeus vannamei)
tratado con ajo (Allium sativum) a través de pruebas organolépticas.

e Determinar el costo del uso de extracto de ajo como tratamiento pre-cosecha en el

camaron.

1.4 Marco Tedrico
Sistemas de defensa en el camarédn (Penaeus vannamei)

Poseen un sistema inmune innato y un sistema circulatorio abierto. El fluido
encargado de transportar nutrientes, oxigeno, hormonas y otras moléculas a los 6rganos se
conoce como hemolinfa, equivalente a la sangre en mamiferos. La hemolinfa esta compuesta
por hemocitos y plasma. Se reconocen morfologicamente tres tipos de hemocitos: hialinos,

semigranulosos y granulosos.



Los h. hialinos se caracterizan por no tener granulos, disponer su nucleo en el centro y
por poseer un citoplasma delgado (Figura 1A). Segun Fonseca et al. (2016), estos son los
responsables de iniciar la defensa contra antigenos patdgenos mediante el mecanismo de
coagulacion, el cual los captura e inmoviliza. Los h. semigranulosos se diferencian por poseer
un nucleo que puede ser redondeado o en forma de hoz y por presentar maltiples granulos
pequefos (Figura 1B). En los camarones, estas células intervienen en la fagocitosis,
encapsulacion y en la liberacion del sistema profenoloxidasa proPPO (melanizacion) (Renddon
& Balcazar, 2016). Los h. granulosos destacan por ser células grandes debido a que poseen
granulos extensos y una alta relacion citoplasma-nucleo (Figura 1C). Estas almacenan las
enzimas que constituyen el sistema proPO a un nivel mas alto que los semigranulosos v, al
igual que los hemocitos semigranuloso, sintetizan y almacenan las peneidinas e intervienen

en la encapsulacion (Valenzuela, 2013).

Figura l

Tipo de hemocitos: (A) Hialinos, (B) Semigranuloso, (C) Granuloso

Fuente: Giulianini et al., 2007

En el tejido hematopoyetico del cefalotorax del camardn se originan los hemocitos vy,
de acuerdo con Morales & Cuéllar-), la cantidad varia de acuerdo con el ciclo de muda.
Cuando ocurren infecciones los hemacitos circundantes en la hemolinfa decrecen porque se
acumulan en lugares de infeccion, por lo que no pueden reconocerse hemocitos libres

circundantes.



Melanosis en invertebrados

Segun Ragan (2011), la melanosis es la aparicion de una coloracién oscura en el camarén,
la cual es producida por la reaccion enzimatica de polifenol oxidasa (PPO). Las PPO existen
en los crustaceos como zimogenos (proPPO). De acuerdo con lo estipulado por Wang et al.
(2006), la activacion del ProPPO ocurre por accion de moléculas (proteinas, carbohidratos y
lipopolisacaridos) asociados a patdgenos como bacterias y hongos, lo cual desencadena una
cascada de serina proteinasa. Este proceso induce a la ProPPO a convertirse en PPO activada.
A partir de este punto, la PPO cataliza la conversion de fenoles en quinonas incoloras, que al
oxidarse se convierten en pigmentos oscuros llamados melanina. La melanina es la sustancia
responsable del oscurecimiento de los crustaceos conocida como melanosis. El proceso de

activacion de la ProPPO se muestra en la Figura 2.

Figura 2

Proceso de activacién de la ProPPO
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Fuente: Gongalves & de Oliveira, 2016

Bermudez-Medranda et al. (2019) mencionan que, pese a no alterar su valor nutricional,
provoca la disminucion en cualidades estéticas y en la aceptacion del producto final por parte

del consumidor. Es importante mencionar que, este proceso al llevarse a cabo en la



hemolinfa, el oscurecimiento empieza en el cefalotérax cerca del corazén, siguiendo por los
senos branquiales, arterias ubicadas en abdomen y uropodos. Segin Gopel & Wirkner (2020),
se observa méas melanizacion en las partes del sistema circulatorio donde se irriga la

hemolinfa, méas no se presenta directamente en la cuticula como se cree popularmente.

Figura 3

Sistema circulatorio (A), melanosis en camarones visualizada en puntos criticos del sistema
circulatorio (B).

A B

Metabisulfito de sodio en la acuicultura

El MBS es usado generalmente en la industria alimenticia ya sea por su propiedad
desinfectante, antioxidante o conservante. Este compuesto es una sal sddica de apariencia
blanca y cristalina; su formula quimica es Na>S>0s. Dentro del campo de la acuicultura, es
conocido por inhibir el proceso enzimatico de la melanosis y el crecimiento de

microorganismos como hongos y bacterias.

El mecanismo de reaccion del MBS, segun Lucien-Brun (2016), parte de los sulfitos
(SO») presentes en el compuesto, los cuales reaccionan con el oxigeno presente en los tejidos
del camardn y se convierten en SO4%. La captura del oxigeno evita que la PPO reaccione y de
paso a la melanosis. Sin embargo, el efecto otorgado por el MBS no es permanente, con el
tiempo y con la variacion de la temperatura los residuales de sulfitos en los tejidos del
camarén disminuyen, provocando que se reanude el proceso enzimatico responsable de la

melanosis.



En Ecuador, la practica comun es aplicar MBS a concentraciones de entre 10 y 15 %, con
lo que se puede tratar de 1200 a 1500 libras de camarén. Estas concentraciones resultan en
residuales de sulfito dentro de un rango aceptable para cumplir con las normativas

internacionales de concentracion maxima permisible.

Actividad antioxidante del ajo (A. Sativum)

De origen asiatico, es una planta herbacea de la familia Alliaceae, es usado como
condimento en la cocina y desde la antigiiedad se le ha dado un beneficio medicinal por sus
compuestos. Segun Moutia et al. (2018), contiene alrededor de 200 compuestos quimicos con
varias propiedades. Compuesto por 65% de agua, 28% de carbohidratos, 2,3% compuestos

organosulfurados, 2% proteina, 1,2% aminodacidos libres y 1,5% fibra.

Jikah & Edo (2023) afirman que las propiedades de Allium sativum, entre las que se
encuentra la antiviral, fungicida, antibiotica, entre otras, estan vinculados a los compuestos

sulfurados que contiene, tal como la alicina, trisulfuro de dialilo, ajoenos, vinilhidinas, etc.

La inhibicion o prevencion de la melanosis se centra en eliminar uno o mas de los
componentes esenciales del proceso — enzima, oxigeno y/o cobre (Gokoglu & Yerlikaya,
2008). El mecanismo antioxidante del ajo para prevenir la melanosis en camarén no esta
claro, sin embargo, se puede atribuir a los compuestos organosulfurados. Por ejemplo, la
cisteina S-alilica (SAC) previene el dafio oxidativo y nitosativo a las biomoléculas, ahorra
especies reactivas de oxigeno (ROS), induce enzimas antioxidantes, inhibe enzimas
peroxidantes como la xantina oxidasa y la ciclooxigenasa, y quela metales como manganeso,
cobre, zinc y colbalto. Al ser un agente quelante de cobre, interviene e incapacita el
mecanismo de la activacién de la enzima PO, debido a que esta es dependiente de iones libres
de cobre, por lo que impide la formacion de dicha enzima y eventualmente la generacion de

melanina.
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Actividad Antibacteriana del ajo (A. Sativum) en Penaeus vannamei

Un factor limitante dentro de la produccién en la acuicultura es las enfermedades
infecciosas (Pérez-Sanchez et al., 2018). La prevencién y los tratamientos para enfermedades
causadas por bacterias cominmente involucran antibidticos, pero su uso descontrolado en el

camarén contribuye a la generacidn de resistencia bacteriana.

Untari (2010), menciona que el ajo inhibe bacterias, hongos y protozoarios. Entre los
compuestos organosulfurados que posee se encuentra la aliina, la cual cuando es macerada o
triturada activa la enzima alinasa, que da lugar a la alicina, pues liberan compuestos
sulfurosos dando como resultado el olor caracteristico del ajo. La aliina y la alicina son los
compuestos bioactivos del ajo que dan los beneficios a la salud (Melguizo-Rodriguez et al.,
2022). La alicina contiene efectos inhibidores sobre enzimas como las cisteinas-proteinasas y
alcohol-deshidrogenasas, las cuales desempefian funciones en infecciones causadas por
hongos y bacterias (Garcia Gomez & Sanchez-Muniz, 2000). La alicina es un compuesto
centran en la biologia del ajo, al ser inestable tiende a convertirse en varios compuestos,
como ajoenos Yy polisulfurados de dialilo,los cuales exhiben actividad antimicrobiana contra

bacterias Gram positivas y Gram negativas (Cavallito & Bailey, 1944).
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Capitulo 2
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2. Metodologia

2.1 Preparacion de extracto de ajo

Extracto de diente de ajo

Para la obtencidn del extracto de ajo, se macerd 10 g de ajo diluidos en 20 mL de agua
destilada, con agitacion constante de 100 rpm a de 25°C por 12 horas (Agurto et al., 2022).
Transcurrido este tiempo, se purificé la solucion con filtro de 8 micras para eliminar

excedentes sélidos y se preservo en refrigeracion.

Figura 4

Preparacion de extracto diente de ajo

Macerar 10 gramos en 20 Agitar a 100 rpm durante 12
1 mL de agua destilada horas .

Filtrar el extracto 4 Solucion Stock: Diluir en

agua destilada

w

Extracto de 3o

Extracto de cascara de ajo

Para la preparacion de extracto de cascara de ajo (Figura 4), se emple6 una relacion de 0,5
gramos de cascara en 20 mL de agua destilada, la cual fue llevada a un microondas a 200°C
por 5 minutos. Se dejo enfriar a temperatura ambiente, se purifico la solucion con filtro de 8

micras para eliminar excedentes sélidos y se preservo en refrigeracion.
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Figura s

Preparacion de extracto de cascara se ajo

Preparacion de extracto: 0,5 gramos en @ Llevar por 5 minutos al microondas a
20 mL de agua destilada 200°C

@ Filtrar el extracto Solucién Stock:
Diluir en agua destilada

Fatracio de E i / \

cascars de jo

2.2 Pruebas de concentracion In Vitro

De los extractos obtenidos, a partir de lo usado en otros estudios (Agurto et al., 2022)
se evaluaron concentraciones de extracto de ajo puro (0.036 y 0.180 mg/) y de extracto crudo
de céscara de ajo (1.5 ppm) basandose en los resultados que menciona (Noda et al., 2019). Se
realizo pruebas de actividad fenoloxidasa a partir de hemolinfa extraida de camarones sanos
de 7 gramos promedio, con la finalidad de evaluar la actividad inhibitoria de dichas

concentraciones.

2.3 Pruebas In Vivo

Adicion de extractos en el alimento

Previo a la preparacién de la dieta, se realizé una solucion stock de los extractos de diente
de ajo y cascarilla de ajo a las concentraciones establecidas previamente en el ensayo in vitro
(Tabla 1). Preparada la solucion, se la afiadi6 al alimento comercial (28% de proteina)
dejandolo 10 minutos en reposo para su respectiva absorcion en el pellet. Finalmente, se
adicion0 aceite de pescado como sellante y con la finalidad de mejorar la palatabilidad

(Figura 6).
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Tabla 1 Adicion de extracto de ajo por tratamiento

Tratamiento Nomenclatura Descripcion Relacion
Tratamiento Control CONTROL No se aplico extracto NA
Tratamiento A AJO1 Extracto de Ajo a 0,036 ppm 36 ug/kg
Tratamiento B AJO2 Extracto de Ajo a 0,180 ppm 180 ug/Kg
Tratamiento C5 C5 Extracto de céscara de ajo 1500 ug/Kg
suministrado por 5 dias a 1.5
ppm
Tratamiento C10 C10 Extracto de céscara de ajo ug/K
suministrado por 10 diasa 1.5 g
ppm
Figura 6
Dosificacion de los extractos en el alimento balanceado
@ Racionar para dosificar @ Aplicar los extractos en el

alimento, dejando absorber
por 10 minutos

@ Sellar el alimento con @ Suministar al boleo
aceite de pescado
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Prueba Preliminar
A partir de los resultados evaluados in vitro, las concentraciones fueron empleadas en
un estudio preliminar in vivo para observar el grado de melanizacion del camaron después de

la cosecha y determinar la metodologia al llevar la prueba a campo.

Previo a la siembra de los camarones se instald un sistema en la sala experimental #6
del CENAIM, con 9 gavetas cada una con 40 L de agua de mar filtrada, donde se colocaron
barras calentadoras para mantener una temperatura de 30°C; 6 de las gavetas se usaron como

acuarios y las sobrantes como reservorio.

Del CENAIM ubicado en San Pedro-Santa Elena, fueron tomados sesenta camarones
con peso promedio de 7 gramos, se distribuyeron en 3 tratamientos: Control (sin extracto);
Ajo 1 (0,036 mg/L) y Ajo 2 (0,0180 mg/L) de extracto de ajo. Cada tratamiento consté de 2
réplicas. Estuvieron aproximadamente 1 dia en aclimatacién para luego empezar con la
alimentacion, aplicada en dos dosis al 5 % de biomasa durante 10 dias, manteniendo un

recambio de 50% Y aireacion constante.

Tras dicho periodo se cosecharon los camarones. Cada unidad experimental primero
fue sometida a tratamiento de temperatura (agua y hielo) para causar un shock térmico en los
camarones. Posteriormente, a la mitad de la poblacion de cada unidad se le aplico el
tratamiento con MBS al 0%, 1.25%, 5% y 10%; la otra mitad fue recolectada para extraer
hemolinfa y realizar la prueba de actividad fenoloxidasa. De los camarones tratados con
MBS, un grupo fue congelado y otro refrigerado para evaluar la presencia de melanosis segin

el transcurso del tiempo y segun el método de preservacion (congelacion o refrigeracion).
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Prueba en campo
En la estacion experimental del CENAIM en Palmar-Santa Elena, se prepararon 24
tanques (1 TN) con agua del reservorio de camaronera a una salinidad promedio de 34 ppm y
temperatura promedio de 29°C. Se realiz6 el 50% de recambio de agua diario y se mantuvo

aireacién constante.

Se colectaron 1200 camarones con peso promedio de 11 gramos. Los camarones
fueron distribuidos en las 24 unidades experimentales con 50 individuos en cada una. Se
establecieron 5 tratamientos: Tratamiento Control (CONTROL): 7 réplicas; Tratamiento A
(AJO 1): 6 réplicas; Tratamiento B (AJO 2): 6 réplicas; Tratamiento Cascara (C10); 3
réplicas; Tratamiento Cascara (C5): 2 réplicas. Los tanques réplica fueron distribuidos de
manera aleatoria y se aclimataron los animales en dichos tanques una semana antes de

empezar a suministrar los tratamientos a través del alimento (28% de proteina).

Este ensayo se realizdé 10 dias previo a la cosecha. Los tanques se ubicaron en la
camaronera al aire libre y se llenaron con agua del canal reservorio con la finalidad de acercar
las condiciones de los tanques a la natural. Se establecio la dosis de alimentacién diaria del 5%
de la biomasa de cada unidad experimental. En el grafico a continuacion se ilustra el disefio

experimental empleado.
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Figura7

Disefio Experimental

Cosecha con Cosecha sin
MBS al 5% MBS

-
|-
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50 camarones
en cada tanque

c5

El 50% de poblacién
total de C5y C10 se
tratd con MBSy la otra
mitad sin MBS

c10

50 camarones
en cada tanque

Aleatoriamente se escogieron 3 réplicas de los tratamientos Control, Ajo 1y Ajo 2 para
ser sometidos a el tratamiento con MBS; en los en los tratamientos C10 y C5 la poblacién total
se dividid en dos, una para ser tratada con MBS y la otra sin MBS. De cada unidad experimental
se extrajo de los camarones la hemolinfa para la prueba de actividad fenoloxidasa y los
intestinos para la prueba de microbiologia. En el caso de los tratamientos Control, Ajo 1y Ajo

2 se tomaron 10 animales, para C5y C10 5 animales de cada replica. Posterior a la cosecha y
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tratamiento, los camarones fueron ordenados en empaques, etiquetados y colocados en gavetas
con camas de hielo para su transporte a los laboratorios del CENAIM.

Adicionalmente, se realiz6 un control de la supervivencia y de la ganancia de peso
considerando los datos de la poblacion y peso inicial y final, al momento de la cosecha. Esto
se llevo a cabo con el objetivo de determinar si las multiples propiedades del ajo, como la
inmunoestimulacion, influyen en dichos aspectos. Los resultados se presentan como porcentaje

de supervivencia y peso inicial, final y ganancia de peso en gramos

Protocolo de Cosecha

Todos los camarones cosechados provenientes de los diferentes tratamientos fueron
sumergidos en tanques (gavetas) que contenian agua salada y hielo, a 4°C. Por un lapso de 2
a 3 minutos se sometieron a los animales a un shock térmico. Esta practica tiene el objetivo
de minimizar el estrés de los camarones dado que se limita su capacidad para sentir dolor,
ademas de mantener la calidad e inocuidad de estos, razén por la cual es considerada como
una practica humanitaria y esta aprobada por la Real Sociedad para la Prevencion de la
Crueldad a los Animales (RSPCA).

Se prepard Metabisulfito al 5% en los contendores con hielo. Esta concentracion es la
mitad de lo que normalmente se emplea en el pais para las cosechas, con lo que se espera
reducir de igual manera la cantidad de sulfitos residuales en los tejidos de los camarones. Se
decidié emplear menos MBS con el objetivo de determinar la factibilidad de reducir el uso de
MBS en cosechas reales al suministrar extracto. Para ello, se emplearon gavetas en las que se
diluyo el MBS en agua salada; el volumen de agua empleada para la disolucion represento el
60% del volumen final. Posteriormente, se completo el otro 40% del volumen requerido con

hielo. Se sumergieron a los camarones en el tratamiento quimico durante 10 minutos.
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2.4 Pruebas Inmunoldgicas
Determinacion de hemograma en camarones
El hemograma se realizO para evaluar el estado general de salud de los camarones
sometidos a los tratamientos de extractos. La hemolinfa del camardn fue retirada del seno
ventral ubicado en la base del primer segmento abdominal usando una jeringa de 1 ml que
contiene 100 pL de solucién de citrato de sodio (10%) como describen Mufioz et al. (2000).
Posteriormente se realizé un pool (100 ul/ tanque) de hemolinfa por cada tratamiento Control,

Ajo 1, Ajo 2, C10 y C5.

Se determinaron los recuentos totales de hemocitos (THC) para camarones individuales
(n=10, por Tratamiento) utilizando una cdmara de Neubauer. La hemolinfa se recogio
directamente en una solucidn fijadora que consistia en formaldehido al 3.7%, EIl porcentaje
relativo de las diferentes poblaciones de hemocitos (recuento diferencial de hemocitos 0 DHC)
se estimo en frotis hiumedos de hemolinfa fijos contados, bajo un microscopio de contraste de

fases.

Determinacion de Actividad Fenoloxidasa (PO)

Esta prueba se realizé segun el protocolo implementado por Hernandez-L6pez et al.
(1996). Con ella se determind la actividad PO a través de la medicion espectrofotométrica del
pigmento rojo DOPA cromo, el cual proviene de la oxidacion del substrato enzimatico L-

dihidroxifenilalanina (L-DOPA).

Para esta técnica, la hemolinfa fue centrifugada por 10 minutos a 800 rcf y 4°C en la
microcentrifugadora (Eppendorf 5415 R) para separar el plasma de los hemocitos. Se repartio
50 pL de la solucion sobrenadante con el contenido celular de hemocitos en una microplaca
de 96 pocillos; de cada muestra se coloco tres réplicas. Para evaluar la actividad PO en la

hemolinfa se realizaron dos mediciones: a) actividad base que consiste en la reaccion normal
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de la enzima proPPO inactiva cuando el camaron esté vivo y b) la actividad estimulada que
consiste en la reaccion de la PPO activada luego de la cosecha por medio de la aplicacion -
glucanos (laminarina). Esto se realiz6 con el fin de relacionar la actividad base y estimulada
para evaluar el efecto inhibitorio de los extractos usados. Para medir la actividad estimulada
se le agregd 50 pL de una solucion estimulada compuesta de Cacodilato de Sodio 100 mM
(pH 7), Cloruro de calcio 1M, agua destilada y laminarina (2mg). Para medir la actividad
base (no estimulada) se colocd 50 pL de Cacodilato de Sodio 10mM. Se incubd por 75

minutos a temperatura ambiente.

Concurrido el tiempo se colocé 50 pL de solucion L-Dopa (3mg L-Dopa + 1ml
Cacodilato de sodio 10mM), para incubarse durante 10 minutos a temperatura ambiente y sin
exposicion de luz. Posteriormente, se determind la absorbancia en lector de microplacas
Varioskan Lux a 490 nm, evitando en todo momento la presencia de luz sobre la placa. Se

realizo las lecturas a los 0, 5, 10 y 15 minutos tras la Gltima incubacion.

Los resultados presentados son las lecturas a los 15 minutos y se expresaron en unidades
de D.O. Ademas, se presenta la relacion entre la actividad base y estimulada como “tasa”
con el objetivo de visualizar la diferencia de manera puntual.

2.5 Determinacion de sulfitos en tejidos de camaron

Los camarones tratados con MBS fueron analizados mediante técnica Kjeldahl para
determinar la concentracion de sulfitos residuales en sus tejidos. Esta técnica fue
originalmente propuesta por Johann Kjeldahl en 1883 como técnica para determinar las
concentraciones de nitrdgeno organico y proteinas en materia organica. Sin embargo, se ha
modificado dicha técnica en empacadoras ecuatorianas con el fin de controlar la cantidad
residual de sulfitos en los tejidos de los camarones destinados al consumo humano tras el

tratamiento de MBS aplicado en la cosecha.
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El fundamento del método consiste en la digestion de materia orgénica que convierten
los sulfitos en dioxido de azufre calentandolos con una solucién de reflujo de acido
clorhidrico. Una corriente de nitrogeno transporta el gas SO2 a través de un condensador
hasta el perdxido de hidrégeno, que oxida el SO2 a &cido sulfarico. El &cido sulfurico se
titula con hidréoxido de sodio. El contenido de sulfito de la muestra es proporcional al acido

sulfarico generado (Labomersa, 2022).

Los camarones fueron analizados en el laboratorio de calidad de una empresa

empacadora comercial en Daule-Ecuador. Los resultados se presentan en ppm de sulfitos.

Figura 8
Procedimiento de prueba Kjeldahl
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2.6 Determinacién de Melanosis

Después de la cosecha, se recolectaron 4 animales de cada replica por tratamiento para
ser ubicados de manera ordenada en un recipiente, mismos que fueron llevados a
refrigeracion y congelacion con la finalidad de observar el desarrollo de la melanosis y tomar
evidencia fotogréafica. Tras aproximadamente dos semanas en congelacion (-20°C), estos
camarones fueron sacados a la intemperie para evaluar la melanosis conforme se iban

descongelando. Los refrigerados (5.5 °C), se mantuvieron bajo estas condiciones por un
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periodo de cinco dias y se realizaron valoraciones cada 24 horas, las cuales consistieron en
una revision fisica junto con la toma de evidencias fotograficas.

Para las observaciones de inhibicion de melanosis, se analizé unicamente los
camarones que no fueron tratados con MBS. Aquellos en los que se us6 MBS al 5% se
descartaron debido a un excedente de sulfitos, por lo que al no presentar melanosis no fueron

considerados como un punto de comparacion confiable.

La determinacion del grado de melanosis se realizé en base a una escala numérica de
calificacion empleada en estudios (Otwell et al., 1986) para evaluar la coloracién del camardn

la cual va de 0 a 10, como se especifica a continuacion:

Grados de clasificacion

e 0 melanosis ausente

e 2 melanosis suave en rostrum y urépodos

e 4 melanosis suave en rostrum, urépodos, cefalotérax y pereiopodos

e 6 melanosis moderada en rostrum, uropodos, cefalotdrax, pereiopodos y pledpodos
e 8 melanosis severa en rostrum, urépodos, cefalotérax, pereiopodos y pleépodos

e 10 melanosis severa en el cefalotrax y abdomen

A partir de la calificacion otorgada, se determina el nivel de aceptabilidad del
producto junto a su clasificacion. En la tabla a continuacion se detalla la descripcion de lo

que implica cada calificacion con respecto a la coloracion del camaron.
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Tabla 2

Clasificacion de Melanosis

Aceptabilidad del

Grado de Melanosis Clasificacion
producto
0
Aceptado Leve
2
4
Devaluado Moderado
6
8
No aceptable Fuerte
10

Fuente: Otwell et al., 1986

2.7 Andlisis microbidlogico de intestino de camaron

Los camarones cosechados que no recibieron tratamiento de MBS fueron los disectados
para extraer sus intestinos. Debido a que el extracto se suministr6 mediante la dieta, se fijo
como oOrgano target el intestino de los camarones junto al contenido del mismo. Tras macerar
las muestras, se realizaron 6 diluciones seriadas: 1:10 (-1), 1:100 (-2), 1:1000 (-3), 1:10000 (-
4), 1:100000 (-5) y 1:1000000 (-6). De la dilucion -1 a -3 se sembré en cajas Petri con agar
Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa (TCBS), mientras que en agar Marino (AM) y agar Triptona-
Soja (TSA) se sembro de -3 a -6. Cada siembra cont6 con dos réplicas. Se incub6 a 30°C por
aproximadamente 24 horas. Tras este periodo se realizd el conteo de colonias de manera
manual; se considerd el crecimiento de vibrios y bacterias totales. Para los resultados se
presenta el promedio de las UFC al Log10 por tratamiento.

2.8 Prueba organoléptica

Los camarones de cada tratamiento fueron cocinados en agua destilada hirviendo durante

tres minutos. Estos fueron servidos en orden aleatorio, sin nombre y sin detallar lo realizado
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durante el experimento con la finalidad de evitar sesgos en los comensales y asi poder obtener
una opinion imparcial. Los comensales fueron 15 personas pertenecientes al personal del
CENAIM los cuales, tras la degustacion y observacién de los camarones, contestaron una

encuesta en donde se califico los siguientes criterios del 1 al 5 (1 mé&s bajo; 5 més alto):

- Color
- Apariencia
- Sabor

- Textura

Una vez terminada la degustacion y la calificacién, se pregunt6 a los comensales si
sintieron rastros de sabor a ajo o algo fuera de lo normal en la carne del camarén. Se pidid
opiniones o apreciaciones tras explicar el experimento al que los camarones fueron sometidos.
La informacion de las encuestas fue tabulada y los resultados se presentan como promedios por

cada criterio.

2.9 Analisis

Analisis estadistico

Para realizar los analisis de los datos recopilados se emple6 el software estadistico
RStudio. Para las pruebas en las que no se obtuvo homogeneidad de varianzas con la prueba
de Bartlett, se realizé un andlisis Kruskal Wallis. Se realizaron pruebas de normalidad
seguido de un analisis de varianza ANOVA de una via para las pruebas de fenoloxidasa y
microbiologia. Posteriormente se aplico la prueba post hoc de Diferencia Significativa

Honesta de Tukey, conocida como HSD por sus siglas en inglés.
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Analisis de Costos
Los costos de los extractos fueron calculados para determinar si el uso de estos representa
una ventaja econdmica frente al MBS. Se calcul6 el costo fijo, el costo variable unitario y se

fijo el precio de venta al publico (PVP) de los extractos de ajo y de cascara.

Los costos fueron calculados a partir de las concentraciones de los extractos incluidos en
el alimento, la cantidad de alimento suministrado para 2500 libras de camaroén (a 5% de

biomasa) y el precio comercial del ajo.

En base a los datos de exportacion de camaron proporcionados por la Camara
Nacional de la Acuicultura (CNA), se estimd el gasto nacional en MBS durante el periodo de
enero a noviembre del 2023 junto al gasto hipotético de los extractos para la misma cantidad
de libras exportadas. Esto se realizd con la finalidad de determinar el ahorro teérico que
representaria el reemplazo del MBS por el extracto de ajo y de céscara en la produccion de

camaron.
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3. Resultados
3.1 InVitro
La prueba de actividad fenoloxidasa con los extractos diluidos a diferentes
concentraciones demostr6 que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre la actividad
base y la actividad estimulada de cada uno de los extractos. Este resultado probablemente
indique que se ha producido una inhibicion de la enzima con los extractos a determinada

concentracion (AJO 1: 0,036 ppm; AJO 2: 0,180 ppm; Cascarilla: 1,5 ppm).

Figura 9

Lecturas OD de muestras: actividad estimulada (laminarina) y base (cacodilato) por
extractos

200-

150~

= ACTIVIDAD
o
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8 1001 . Ac. Estimulada
50-
0-
AJO1 AJO2 CASCARILLA
Tratamiento
3.2 Pruebas

Crecimiento y supervivencia

Mediante el andlisis estadistico no paramétrico Kruskal- Wallis, se encontro la no
existencia de diferencias significativas (p-value = 0.32) en la supervivencia entre tratamientos

durante los 10 dias de cultivo.
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Tabla 3

Porcentajes de supervivencia

Tratamiento Supervivencia (%)
AJO 1 86?
AJO 2 922
C5 84°
C10 922
CONTROL 93%

En relacidn con el crecimiento durante el periodo de cultivo, se encontré que el
tratamiento C5 fue significativamente menor (p > 0.05) con respecto a los demas tratamientos

con excepcion del control.

Tabla 4

Promedios de pesos iniciales, finales y peso ganado

Tratamiento Peso Inicial (g) Peso Final (g) Peso Ganado (g)
AJO 1 11,14 14,33° 3,19
AJO 2 11,15 14,47° 3,32
C5 11,18 13a? 1,82
C10 11,17 14 2,83
CONTROL 11,16 14,3 3,14

Analisis de Hemograma
Para el hemograma se realizé un conteo total y diferenciado de cada tipo de hemocito para
cada tratamiento. Los resultados que se muestran en la Figura 10 son las células por cada ml

de hemolinfa para cada tipo de hemocito.
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Figura 10

Hemocitos diferenciados (cel/ml3) por tratamiento
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Cel/ml

Pese a que no se obtuvieron diferencias significativas entre los distintos tratamientos para
los diferentes tipos de hemocitos, se puede destacar una disminucién importante de los h.

hialinos, una reduccién de los hemocitos granulosos en favor de los semigranulosos del

tratamiento C5.

Actividad Fenoloxidasa
En la Figura 11 se muestra la actividad fenoloxidasa, evidenciando una disminucion de la
actividad base con respecto a la actividad estimulada con laminarina, lo cual es el resultado

esperado con excepcion del tratamiento AJO 2 en el cual no se evidenci6é cambio al agregar

laminarina.
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Figura 11

Lecturas OD de muestras con actividad estimulada (laminarina) y no estimulada
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La tasa entre actividad estimulada y la actividad base se presenta en la Figura 12. El anélisis

Actividad

. Ac. Base

B Ac Estimuiada

(490nm

estadistico encontré diferencias significativas (p < 0.05) entre AJO 2 y tratamiento control y
C10, siendo el que menor actividad estimulada presento. El tratamiento C5 es el que mayor
tasa posee, siendo el que mas respondid a la suministracion del extracto al bajar los niveles de
actividad base; no obstante, no presenta diferencias significativas frente al control, al igual que

C10y AJO 1.
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Figura 12

Tasa de actividad fenoloxidasa por tratamiento

Ajo1 Ajo 2 c10 cs CONTROL

3.3 Analisis de sulfitos en tejidos de camardén

Esta prueba permitié conocer la concentracion de residuales de sulfitos presentes en los
tejidos de los camarones que fueron sometidos al tratamiento quimico con MBS en la
cosecha. Se registré concentraciones entre 102 hasta 161 ppm; el valor maximo permitido por
la FDA es de 150 ppm. Los elevados niveles de sulfito encontrados en los tejidos de los
camarones, probablemente se dieron por una exposicion prolongada de los camarones en la
solucién de MBS, superior a los 2-3 minutos recomendados en el protocolo estandar con

concentraciones de 10-15% de MBS.

La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos en ppm. Para el tratamiento de cascara de ajo

se unificd C5 y C10 como una sola muestra debido a la falta de camarones.
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Tabla 5.

Concentracion de sulfitos residuales en camarones tratados con MBS

Tratamiento Concentracion de sulfitos (ppm)
AJO 1 140.8
AJO 2 161

CASCARA 132

CONTROL 102

3.4 Andlisis de Melanosis

Desde la probable sobreexposicion (tiempo) de los camarones en la solucién de MBS, estos
no mostraron signos de melanizacion dentro del periodo de evaluacidn post-cosecha. Segun
Carranza, (2002), en concentraciones de 100 a 150 ppm de sulfitos, los camarones se preservan
hasta 12 horas. Sin embargo, en nuestro estudio, los camarones no presentaron melanizacion
hasta el tercer dia. Dado este inconveniente, solo se evaluaron los camarones que fueron

sumergidos en agua con hielo sin MBS de la prueba In vivo de campo.

La melanosis se desarrollé en los camarones refrigerados y congelados. se mantuvieron en
refrigeracion y en congelacion. Los camarones refrigerados se melanizaron mas rapidamente
que los camarones congelados, siendo esto lo esperado. Segun estudios (Bodan Bustamante &
Ojeda Lopez, 2019), la melanosis se presenta en camarones refrigerados luego de las 36 horas
post-cosecha. Sin embargo, en este proyecto tratamientos como el C5 desarrollaron una

melanosis recién el tercer dia, es decir cerca de las 72 horas después de la cosecha.
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Figura 13

Melanosis en cada tratamiento a partir del dia 2 de refrigeracion: (A) sin MBS, (B) con MBS

A | DIA2 DIA3 DiA4 | B |DIA2 DIA3 DiA4
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CONTROL « «

Promedio de calificaciones de prueba de Melanosis en camarones refrigerados sin MBS

Tabla 6

Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
AJO 1 0 0,8 2,5 4,0
AJO 2 0 1,3 3,2 4,3

C5 0 0,8 2,0 3,0
C10 0 1,2 3,3 4,2
CONTROL 0 2,1 3,4 4.8

Los camarones que fueron congelados por 15 dias y luego se descongelaron se
presentan en la figura 14. Cabe indicar que durante el periodo de congelacion ninguno de los

tratamientos mostré signos de melanosis. Una vez descongelados, se observé que los
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tratamientos AJO 1 y C5 se mantuvieron préacticamente libre de melanosis hasta el tercer dia

con calificaciones menores a 1.5 (Tabla 7).

Figura 14

Melanosis en cada tratamiento en camarones descongelados: (A) sin MBS, (B) con MBS
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Tabla 7

C10

Promedio de calificaciones de prueba de Melanosis en camarones congelados sin MBS

Tratamiento Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
AJO 1 0 0,67 0,83 1,33
AJO 2 0 0,83 1,33 3,33

C5 0 0,25 15 3,25
C10 0 0,17 2,17 4,67
CONTROL 0 2,17 3 4
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3.5 Analisis microbioldgico en intestinos
El cultivo de bacterias totales y bacterias del género Vibrio se presentan en la Figura

15. El andlisis encontrd una reduccidn estadisticamente significativa de todos los tratamientos
con ajo (p < 0.05) con respecto al tratamiento control. De manera similar los tratamientos con
ajo con excepcion del tratamiento C10, también se encontr6 una relacion significativa con el
conteo de vibrios totales (p < 0.05) con respecto al tratamiento control. El tratamiento AJO 2,
presento menor conteo de vibrios presento con respecto a los demas tratamientos de ajo, con

excepcion de C5.

Figura 15

UFC (Log10) de bacterias totales y vibrios por tratamiento

Bacterias_totales | | Vibrios

UFC{Log10}

AJO1 AJO 2 Cc10 C5 CONTROL AlO1 AJO 2 Cc10 C5 CONTROL

3.6 Andlisis Organoléptico
En la Tabla 8 se presenta el promedio de la calificacion otorgada por los comensales. Estos

aseguraron ademas que no se percibia ningun rastro de sabor a ajo en los camarones.

Para esta prueba se unificaron los tratamientos C5 y C10 debido a la falta de camarones
para la prueba. El tratamiento con cascara logro el promedio mas alto, seguido por AJO 1. Los
resultados demuestran que la inclusion de extracto de ajo y de la céscara de ajo aumenta la

palatabilidad del camardn, mejorando las caracteristicas gustativas evaluadas.
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Tabla 8

Promedio de calificaciones de prueba organoléptica

Tratamiento AJO 1 AJO 2 ) e CONTROL
(CASCARA)
Color 3,6 3,4 3,9 3
Apariencia 3,73 3,2 3,9 2,80
Sabor 4,07 3,67 4 2,87
Textura 3,73 3,6 4,1 2,87

Estos resultados revelan la factibilidad de suministrar microdosis de extracto de ajo o de
cascara de ajo como parte de la dieta de alimentacién diaria con la finalidad de obtener menos
melanizacion de los tejidos de manera significativa tras la cosecha mientras se potencia
caracteristicas como su palatabilidad o apariencia fisica.

3.7 Analisis de costos

En la Tabla 9 se presentan los costos de produccion del extracto de céscara, considerando
los materiales necesarios para su elaboracién y considerando rubros tales como devaluacion de
la maquinaria requerida por el tiempo de uso requerido. Los datos presentados fueron
calculados en base a lo usado en el estudio. Para la materia prima (ajo) se estimé un precio de
$5 (1000 g) en el supermecado Mi Comisariato. En la Tabla 9 se presentan de manera
individual con las cantidades requeridas de cada implemento, dando como resultado que el

producto tiene un costo de produccion de $15,75.
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Tabla 9

Desglose de costos para la preparacion del extracto de cascarilla

Materiales Cantidad Costo Unitario Costo Total

Ajo (50g) 1 $0,25 $0,25

Agua destilada (L) 1 $1,19 $1,19

Vasos de precipitacion 1 $5,20 $5,20
(500mL)

Filtros de 20 micras 1 $3,91 $3,91

Embudo (5cm) 1 $3,70 $3,70

Microondas (tiempo de uso) 5 $0,15 $0,75

Matraz de Erlenmeyer 1 $6,00 $6,00
(500mL)

TOTAL $15,75

Se calculé ademas el precio de venta al publico (PVP) a partir de la cantidad de ajo
necesaria para la misma biomasa de camardn entero (2500 Ib) que se trata con un saco de 25
kg de MBS (Tabla 10). Se considera no solo el gasto en materia prima, pero tambien la mano

de obra. El desglose de los calculos se toda esta seccion se encuentra en Anexos.

Los resultados demuestran una reduccion significante en los precios de los extractos
frente al MBS, logrando un ahorro aproximado del 82% para el extracto de ajo y del 78%

para el extracto de cascara.
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Tabla 10
PVP de los extractos y del MBS

Tratamiento Cantidad Lb de camaron PVP
MBS 25 Kg $17,55
Extracto de ajo 0,32 L 2500 $3,20
Extracto de cascara 44 L $4,00

Con ello se realizé el calculo del punto de equilibrio, con el cual se determina la cantidad
de unidades que se necesitan vender para ver comenzar a obtener ganancias netas (Figura 16).
Este célculo se realizo para el extracto de cascara, el cual el que mejores resultados presento.
Los resultados demuestran que es necesaria la venta de aproximadamente 72 L para
comenzar a tener ganancias netas, demostrando la factibilidad de considerar la venta del
extracto como negocio. El desglose de los calculos para el punto de equilibrio se encuentra en

la seccidn de anexos.

Es importante destacar que los datos presentados en esta seccién son calculados en base a
los requerimientos del proyecto, a menor escala. Sin embargo, al llevar la produccién a escala
mayor los costos de produccion se disminuiran significativamente, ademas que podrian
formar parte del sistema de economia circular de empresas que tiene como materia prima el
diente de ajo con el desecho de las cascaras de ajo la cual puede ser aprovechada con

totalidad, pudiéndose obtener una ganancia neta mayor y de manera mas rapida.
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Figura 16

Punto de equilibrio del extracto de cascara
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Por consiguiente, el extracto de cascara de ajo es econdmicamente asequible de
reproducir y viable para ser implementado como aditivo en el alimento previo a la cosecha en
reemplazo del MBS. Este hecho no solo implica un ahorro econémico, pero también

disminuye riesgos al ser eco-amigable y no implicar consecuencias para la salud humana.
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4. Conclusiones y recomendaciones
4.1 Conclusiones
El presente estudio se llevo a cabo con el principal objetivo de evaluar la capacidad
antioxidante del extracto de ajo, disminuyendo la generacion basal de radicales de oxigeno
con la finalidad de disminuir la melanizacién del tejido del camarén, pero sin comprometer

Su respuesta autoinmune.

La influencia de la suministracion del extracto de ajo mediante la dieta se evaluaron
maltiples pruebas, entre ellas el hemograma. Del conteo diferenciado realizado se observo que
los camarones del tratamiento C5 y AJO 2 disponian la mayor cantidad de h. granulares y una
de las cantidades mas bajas de h. hialinos, denotando un excelente estado de salud. La
inmunidad de los camarones esta especialmente mediada por los hemocitos debido a que son
capaces de identificar cuerpos extrafios (antigenos), con lo que activan respuestas de defensa
como fagocitosis o encapsulacién. En estudios de la respuesta inmunitaria del camardn
(Montesdeoca et al., 2002) se sugieren relaciones directas entre la cantidad de cada tipo de
hemocitos en la hemolinfa y el estado de salud del camardn. Asi, una alta presencia de h.
hialinos indicaria una infeccion o estado de salud bajo, los h. semigranulosos un estado regular

y los h. granulosos un estado saludable.

No obstante, es de suma importancia mencionar que los estudios de estado de salud a través
de la hemolinfa no suelen ofrecer resultados confiables. Morales & Cuéllar-Anjel (2014)
explican que esto es debido a que la cantidad de hemocitos presente en los camarones esta
ligada a multiples factores y es muy susceptible a cambios aun siendo de la misma poblacion,
sexo o estadio. Por esta razon, no existen valores de referencia definidos para sus parametros
hemato-inmunoldgicos, lo cual imposibilita el establecimiento de un patrén de normalidad en

crustaceos que pueda ser empelado en estudios como hemogramas.
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Dicha mejoria en el estado de salud también se puede atribuir a la capacidad
inmunoestimulante y antibidtica que posee el ajo, hecho que se demuestra en la prueba de
bacteriologia al lograr una disminucion significativa de bacterias totales y de vibrios. Estos
resultados concuerdan con lo estipulado por otros autores (Agurto, 2011; Sharma & Patel,
2009; Vaseeharan et al., 2011), los cuales indican la efectividad del ajo para tratar problemas
causados por vibriosis, incluyendo aquellos importantes dentro de la acuicultura como el V.

harveyi o V. parahaemolyticus.

No obstante, la principal la prueba para determinar la influencia del ajo es la de la actividad
fenoloxidasa. Esta sugiere que el extracto si logra inhibir la enzima fenoloxidasa al bajar los
niveles de la actividad base, en especial el tratamiento de cascara de ajo (C5). Es importante
recalcar que la enzima fenoloxidasa cumple un rol importante en el sistema inmunoldgico del
camarén, razén por la cual no es aconsejable que los niveles de inhibicion lleguen a 0. Segun
Bower etal. (1994), entre los mecanismos de defensa de los crustaceos se encuentra la
melanizacion mediada por el sistema fenoloxidasa, el cual se activa ante la presencia de
antigenos y resulta en una serie de reacciones enzimaticas que terminan en la produccién de
melanina. La melanina es un pigmento de coloracién entre parda y negra, al que se le adjudican
diversas propiedades bioldgicas como la inhibicion de la actividad de enzimas bacterianas y

fangicas (Fonseca et al., 2016).

Por consiguiente, el nivel de inhibicion de la enzima fenoloxidasa lograda con el
tratamiento de extracto de cascara de ajo (C5) permite el correcto funcionamiento del sistema
inmunoldgico de los camarones mientras que consigue disminuir significativamente el nivel de
melanosis en los tejidos tras la cosecha de estos. Este hecho se corrobora una vez méas con el
hemograma al demostrar que los tratamientos de extractos mejoran el estado de salud de los

camarones que recibieron el mismo tratamiento.
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En la prueba de melanosis se expresé fisicamente los resultados obtenidos de la prueba de
actividad fenoloxidasa, misma que fue crucial para determinar el efecto fisico que tiene la
suministracion de los extractos. Esta demostré que los camarones tratados con extractos se
mantenian dentro del rango aceptable de melanosis por méas tiempo de lo estandarizado en otros
estudios (Bodan Bustamante & Ojeda Lépez, 2019). Estos resultados representan una ventaja
importante debido a que sugieren que la suministracion de extracto de ajo otorga una mayor
cantidad de horas de preservacion sin necesidad de usar MBS para el transporte y
comercializacion del camarén, cerca de 36 horas méas de lo estandar, mientras mantiene los

niveles de melanizacion dentro de los niveles aceptables de calidad.

Ademas, entre los multiples beneficios del ajo se suma, segun los resultados de la
prueba organoléptica, la mejora de caracteristicas gustativas como el color, la textura, el olor
y la apariencia sin comprometer su calidad o palatabilidad. Se demostr6 mediante testimonios
que no hay rastro de sabor a ajo y, por contrario, aquellos camarones tratados con extracto
fueron los mas agradables tanto en presentacion como en degustacion. Esto puede constituir
una ventaja en la recepcion del camardn en empresas empacadoras al mejorar dichas
caracteristicas en las cuales se basa la calificacion del camardn para determinar su precio y

aceptacion.

Si bien la suministracion del ajo no parece mejorar el cultivo en aspectos como
ganancia de peso o supervivencia debido a que son factores que estan ligados a maltiples
afecciones externas, los extractos si contribuyen y mejoran otros aspectos como se ha

demostrado en el presente estudio.

Por consiguiente, el extracto de ajo si es efectivo para disminuir la melanosis post-
cosecha, en especial el extracto de cascara de ajo al ser suministrados mediante la dieta 5 dias

previo a la cosecha, es decir, el tratamiento C5 (1.5 ppm). Este, como se ha demostrado, es el
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tratamiento que mejor resultado presentd en la mayoria de las pruebas, logrando inhibir
efectivamente la enzima fenoloxidasa, preservando mejor el camarén y consiguiendo evitar la
aparicion de melanosis en un grado no aceptable hasta aproximadamente 3 dias después de la
cosecha y otorgando a los camarones mejor receptibilidad por parte de los comensales
mejorando su palatabilidad. Ademas, es el tratamiento que mejor estado de salud mostro segin

el hemograma y es uno de los que logro bajar mas las UFC de vibrios y bacterias totales.

4.2 Recomendaciones
- Se sugiere calcular la biomasa que sera cosechada a partir de muestreos con la finalidad
de determinar de manera exacta la cantidad necesaria de MBS para su respectivo tratamiento

y evitar exceso de sulfitos residuales en los tejidos del camardn.

- Se recomienda realizar otro tipo de prueba de laboratorio que permita determinar
residuales de sulfitos absorbidos por los tejidos del camaron, como la Monier-William o
Biolands las cuales son pruebas certificadas y no adaptadas como la prueba Kjeldahl, con lo

cual se obtendria resultados més confiables y exactos.

- Para las pruebas de bacteriologia se sugiere realizar pruebas mas especificas para
comprobar minuciosamente el alcance inhibidor y antibi6tico del extracto de ajo, tales como
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), Concentracion Minima Bactericida (CMB) o

antibiogramas.

- Se sugiere probar el extracto de ajo a distintas temperaturas con la finalidad de determinar
la factibilidad de poder incorporarlo al peletizado durante su produccién en planta sin perder

la propiedades antioxidantes y bactericidas del ajo.
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Anexo 1.

Prueba preliminar: prueba de melanosis
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Anexo 3.

Hemograma

Anexo 4.

Prueba Kjeldahl
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Anexo 5.

Prueba microbioldgica
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Anexo 6.

Prueba Organoléptica
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Anexo 7.

Calculo de costo variable unitario(CVu) para la materia prima de extracto de cascara de ajo

a. Preparacién Extracto cascara de ajo

0,5 g (cascara ajo) — 20 mL (agua destilada)

Es igual que decir:

1,25 g (cascara ajo) — 50 mL (agua destilada)

Por lo tanto, 1,25 g en 1000 mL

b. Dosis de solucién con extracto en el alimento

A partir del alimento en kg suministrado se hace una relacién con la solucion de extracto:

0,4 mL solucion — 1g de alimento

0,4 mL solucion tiene 0,0005 g (cascara de ajo)

Entonces:

0,0005 g (cascara de ajo) — 1 g de alimento

c. Dosis de cascara de ajo para 2500 Ib de camardn

2500 libras = 1136 kg camaron

Alimentando al 5% de biomasa = 1136 x 0.05 = 56.8 kg de alimento

56.8 kg de alimento x 5 dias= 284 kg de alimento

Por 1 g de alimento — 0,0005 g (cascara de ajo)

284,000 g de alimento — 142 g (cascara de ajo)

d. Costo
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De acuerdo con el precio de 1000 g de ajo se estima que:

1000 g (ajo) = $5

142(ajo) =$0,71

Anexo 8.
Calculo de costo variable unitario (CVu) para la materia prima de extracto de ajo
a. Preparacién Extracto de ajo
10 g (ajo) — 20 mL (agua destilada)
Es igual que decir que:
0,6 gen 1000 mL
b. Dosis de solucion con extracto en el alimento
A partir del alimento en kg suministrado se hace una relacion con la solucidn de extracto:
0,5 mL solucion — 1g de alimento
0,5 mL solucion tiene 0,0003 g (ajo)
Entonces:
0,0003 g (ajo) — 1 g de alimento
c. Dosis de ajo para 2500 Ib de camardn
2500 libras = 1136 kg camarén
Alimentando al 5% de biomasa = 1136 x 0.05 = 56.8 kg de alimento

56.8 kg de alimento x 10 dias= 568 kg de alimento
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Por 1 g de alimento — 0,0003 g (ajo)
568,000 g de alimento — 170,4 g (ajo)
d. Costo
De acuerdo con el precio de 1000 g de ajo se estima que:

1000 g (ajo) = $5

170,4 g (ajo) =$0,43

Anexo 9.
Calculo del punto de equilibrio para el extracto de cascara C5

Para obtener el Costo Fijo (CF) de la produccion del extracto se consider6 Unicamente los
materiales que no representan un activo, como el ajo, el agua destilada y filtros, Los cuales se
valoran en $5,35 por cada litro producido de solucion stock. Dado que se ofrece el producto

para una biomasa de 2500 Lb, se consideran los 44 L necesarios para la misma.
CF=$5,35/L x 44L=$235.4

CVu=$0,71

PVP= $4

Punto de equilibrio (PEQ)= CF/(PVP-CVu)

PEQ= 235.4/(4-0.71)

PEQ=235.4/3.29= 71.55
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