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RESUMEN

Esta investigacion se realizd en la Camaronera Pitahaya ubicada el Sector
estero Hondo del canton Arenillas de la provincia de El Oro. Anteriormente se
utilizaban tratamientos que consistian en la aplicacion de antibiéticos contra
infecciones bacterianas provocada por Vibrio parahaemolyticus. Por tanto, el
uso y abuso de los mismos han generado resistencia bacteriana
representando un poderoso peligro a la salud de las personas, los
ecosistemas y sus componentes. Recientes estudios buscan alternativas para
el uso de antibidticos en la actividad camaronera, Varias investigaciones
demuestran que usar &cidos organicos por sus fuertes propiedades
antimicrobianas se constituye en un excelente agente alternativo. Por lo que
la presente investigacion propone el uso individual de acidos organicos como
producto alternativo al uso de antibioticos para el control de V.
parahaemolyticus (AHPND+) potencial patdogeno dafiino en el cultivo de
camarones. La etapa de trabajo consisti6 en establecer la actividad
antimicrobiana de los &cidos organicos sobre la proliferacion de V.
parahameolyticus. La eficacia de los &acidos butirico y acético denotan
importante resultado preventivo (P<0.05), en ambos casos. Su accion
inhibitoria es diferente para V. parahameolyticus. La concentracién Inhibitoria
demostré diferencias entre los acidos organicos aplicados y la cepa de V.
parahameolyticus evaluadas. La aplicacion del acido butirico demostr6 mayor

potencial de inhibicidn con diferencias significativas (P < 0.05) al ser comparado con el

acido acético contrastando la sobrevivencia con la mortalidad en ambos casos.

Palabras Claves: Vibrios, patégeno, Acidos organicos, pirAB,

hepatopancreas, toxicidad, inhibitorio
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ABSTRACT

This research was carried out in the Pitahaya Shrimp farm located in the
Hondo estuary sector of the Arenillas canton of the El Oro province. Previously,
treatments that consisted of the application of antibiotics against bacterial
infections caused by Vibrio parahaemolyticus were used. Therefore, their use
and abuse have generated bacterial resistance, representing a powerful
danger to the health of people, ecosystems and their components. Recent
studies seek alternatives for the use of antibiotics in shrimp farming. Several
investigations show that using organic acids due to their strong antimicrobial
properties constitutes an excellent alternative agent. Therefore, the present
investigation proposes the individual use of organic acids as an alternative
product to the use of antibiotics for the control of V. parahaemolyticus
(AHPND+), a potentially harmful pathogen in shrimp farming. The work stage
consisted of establishing the antimicrobial activity of organic acids on the
proliferation of V. parahameolyticus. The efficacy of butyric and acetic acids
denote an important preventive result (P<0.05), in both cases. Its inhibitory
action is different for V. parahameolyticus. The inhibitory concentration
showed differences between the organic acids applied and the strain of V.
parahameolyticus evaluated. The application of butyric acid showed greater
inhibition potential with significant differences (P < 0.05) when compared with

acetic acid, contrasting survival with mortality in both cases.

Keywords: Vibrios, pathogen, organic acids, pirAB, hepatopancreas, toxicity,

inhibitory

XV



1 INTRODUCCION

Ecuador es uno de los paises productores y exportadores de camaron
de mayor crecimiento en el mundo, donde la provincia de El Oro es reconocida
como una de las principales provincias productoras de este producto,
representando el 15 % del total de la produccion ecuatoriana. En el Ecuador
es una de las actividades productivas con mayor ingreso econémico; en el afio
2021 consigui6 un ingreso anualizado de quinientos millones de dolares. Sin
embargo, la actividad camaronera se ve amenazada por la aparicion de
enfermedades de origen virica o bacteriana en los Ultimos afios. Las
amenazas virales que se mencionan son: el Virus de la Mancha Blanca
(WSSV), Sindrome de Taura (TSV), enfermedades de origen bacteriano como
la vibriosis ocasionada por V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, Chavez y
Llanos, (2015).

Es urgente actuar con estrategias que permitan inhibir el problema,
reduciendo los costos de produccidon para conseguir: mayor rentabilidad
terminado el cultivo, menor impacto ecoldgico, evitando el deterioro de
alimentos en los fondos y la proliferacion de enfermedades directas al

bienestar del camarén Reyes, (2014).

La vibriosis es una enfermedad bacteriana muy comun en el cultivo de
camaron afectando el porcentaje de sobrevivencia en la produccion de
camarones. Se estima que el 60 % de las pérdidas en el cultivo de camarén
son causadas por el virus de la mancha blanca, y un 20 % es causada por
infecciones bacterianas preponderando el género Vibrio spp. En la industria

camaronera, la vibriosis es una amenaza constante (Abdel-Latif et al., 2022).

Para mejorar la situacion aplicamos estrategias como el equipamiento
de raceway; correccion balances i6nicos; mejoramiento genético;
biorremediacion de suelos agua; aditivos para el balanceado como:

probioticos, acidos organicos (Gonzalez, 2014).



Los acidos organicos son uno de los productos cuyos efectos se han
venido estudiando como agente protector para asi evitar los efectos negativos
de las vibriosis en la produccion de camardn, los ensayos demuestran
controlar las enfermedades, mejoran la sobrevivencia, aportan a la conversién

alimenticia. (Anangono, 2014).

Con los antecedentes expuestos, el presente trabajo tiene los

siguientes objetivos:

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo General.
e Valorar los efectos antimicrobianos de los acidos organicos en las
cargas bacterianas de Vibrios spp. potencial patégeno en el cultivo
de camarén (Litopenaeus vannamei) como opcion al uso de

antibiéticos en acuicultura.

1.1.2 Objetivos Especificos.

e Determinar el efecto antimicrobiano de dos tipos de &cidos
organicos frente a vibrio parahaemolyticus AHPND e identificar el
poder inhibitorio entre los acidos.

e Utilizar dos &cidos organicos para evaluar la carga bacteriana de
Vibrios parahaemolyticus en el cultivo de camaron blanco
(Litopenaeus vannamei).

e Evaluar costo de produccion del proyecto.



2 MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

A nivel mundial el cultivo de camarones logré casi 4 millones de
toneladas en 2020, con un crecimiento promedio del 3 al 5 por ciento en
relacion con el 2019, los principales paises productores son Asia, China,
Indonesia, Taiwan, Vietham entre otros, su producto es considerado de menor
calidad que el ecuatoriano por la aplicacion de antibiéticos en la produccion
de camaroén. Tailandia es un importante competidor camaronero para
Ecuador, que busca acuerdo comercial con la Uniébn Europea (James y
Valderrama, 2020), (Dominguez, 2019).

En Ecuador actualmente existen alrededor de 210 000 hectareas
dedicadas al cultivo de camarén; el 60 % esta en Guayas, 15 % en El Oro, el
9 % en Esmeraldas, 9 % en Manabi y 7 % en Santa Elena. EI camarén
ecuatoriano se lo considera destacado producto de consumo, con importantes
caracteristicas en las etapas de siembra, en el crecimiento, en su desarrollo y
cosecha. Mostrando alta calidad y trazabilidad, ubicando a Ecuador a nivel
mundial en segundo puesto, en produccion y exportacion de camaroén [(Centro

Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas, 2020) (Caicedo, 2018)].

Ultimamente, ha surgido una vibriosis denominada Sindrome de
Mortalidad Temprana o Sindrome de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda
(EMS/AHPNS, por sus siglas en inglés), afectando las producciones. Fue
reportado durante el afio 2009 en camarones juveniles cultivados en China en
las especies Penaeus monodon y Litopenaeus vannamei. La transmisién de
estas enfermedades de origen patdgeno es reincidente en el sector productivo
acuicola, perturbando negativamente sobre los costos de inversién en la
produccion. Estos ataques infecciones son causadas por microorganismos
patégenos como el Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus siendo
los vibriones patdégenos mas trascendentales (Lightner et al., 2012) (Balakrish
Nair y Hormazabal Opazo, 2005).



2.2 Acuicultura en Ecuador

Ecuador es un pais exportador de bienes agropecuarios en el mundo,
lo cual ha tenido un reconocimiento internacional debido a la calidad de sus
productos. Entre estos bienes esta el sector camaronero, que ha tenido un
considerable crecimiento, lo ha permitido identificar territorios en las
exportaciones para la creacion de nuevas formas de empleo. La produccion
camaronera representa el desarrollo econdémico importante en Ecuador
(Ullsco, et al., 2021).

Ecuador representa la mitad del abastecimiento de camarén en el
hemisferio occidental. Ecuador lleva produciendo productos acuicolas
alrededor de cinco décadas, siendo uno de los principales sectores
economicos, ya que mas del 40 % de las exportaciones representan la

produccion camaronera (Gonzabay et al., 2021).

2.3 Generalidades del camaron blanco (Litopenaeus vannamei)

La especie Litopenaeus vannamei fue definido por Lee Boone en el afio
1931 como artropodo mandibulado, con caparazon, antenas y branquias. Se
localiza en el Pacifico, desde México (Sonora) hasta Peru (Tumbes), se ubica
en sistemas estuarinos lagunares, y en fondos arcillosos (5 - 72 m). Presentan
rostro alargado con dientes ventrales (8 - 9), anténulas, pedunculos oculares,
cuerpo lateralmente comprimido y caparazon. El cuerpo consta de:
cefalotorax, abdomen y telson. El cefalotérax esta conformado de mandibulas,
antenas y anténulas; el abdomen posee 6 segmentos contando con 6 pares
de ple6podos; el telson posee urépodos, los cuales sirven para la natacion
(Velazquez, 2016).

Habita en ambientes marinos tropicales, los adultos viven y desovan en
el mar, las larvas y juveniles viven en zonas costeras como estuarios,
manglares o lagunas. El crecimiento de las hembras es mayor que el de los
machos; una hembra madura puede pesar de 30 a 45 g y puede desovar entre
100.000 y 250.000 huevos (Dugassa y Gaetan, 2018).



Los Penaeus vannamei hembras desovan mar adentro, la eclosion de
sus huevos se da después del desove y fecundacion, liberando nauplios,
siendo la primera fase larvaria. Se alimentan de las reservas del saco vitelino
del huevo, durante la metamorfosis desarrollan los siguientes periodos
larvales: zoea, mysis y postlarva. En zoea, su alimentacién es de fitoplancton,
en mysis y en los primeros estadios postlarvales se nutren de zooplancton

(Dugassa y Gaetan, 2018).

2.4 Taxonomia

Dugassa y Gaetan (2018), indican que el Litopenaeus vannamei
corresponde al filo Arthropoda, por sus caracteristicos apéndices unidos, y
por poseer una cuticula o exoesqueleto que se desprende por periodos

(muda). Descripcién de la clasificacién taxondémica segun varios autores:

Tabla 1. Clasificacibn taxondmica de
Litopenaeus vannamei.

Dominio Eucariota
Reino Animal
Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea
Clase Malacostraca
Subclase Eumalacostraca
Superorden Eucarida
Orden Decapoda
Suborden Dendrobranchiata
Superfamilia Penaeoidea
Familia Penaeidae
Género Penaeus
Especie Penaeus vannamei

Fuente: Dugassa y Gaetan (2018)

Elaborado por: La autora
2.5 Tracto digestivo del camardn

El tracto digestivo de los camarones estd formado por 1) intestino

proximal, donde localiza al estbmago y donde se realiza la masticacion; 2)
hepatopancreas libera enzimas digestivas y asimila nutrientes, metaboliza los
carbohidratos y lipidos; 3) intestino distal, es una estructura tubular en la parte
superior del organismo, que en el ano. La actividad enzimatica proviene del
hepatopancreas o de otras fuentes, lo que permite el desarrollo digestivo

antes que el alimento finalice en el intestino (Garibay et al., 2020).
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Las proteobacterias presente en la microbiota intestinal de los
invertebrados acuaticos, predominan en los crustaceos. Por su morfologia,
fisilogia y genética, se constituyen en las bacterias Gram negativas, la mayoria
anaerobias. Las bacterias influyentes en el intestino del camarén P. monodon
y L. vannamei son de la clase Gammaproteobacterias, siendo el grupo mas
representativo del filo (Holt et al., 2021).

2.5.1 Factores que afectan el microbiota intestinal del camarén.

Los componentes que afectan la estructura del microbiota intestinal son
tanto exdgenos como enddgenos. Actualmente se ha comprobado que los
factores exdgenos lo determinan la salinidad, las dietas, la temperatura del
agua y la concentracion de sulfuros en el fondo de los criaderos, siendo los
dos ultimos los més significativos (Li et al., 2019) (Chen y He, 2019).

Estudios indican que en el microbiota intestinal actian aspectos de la
salud del crustdceo, como el crecimiento, alimentacion, metabolismo,
reproduccién, proteccion ante agentes patdgenos, inmunidad 'y
envejecimiento, es decir, las bacterias intestinales son de importancia vital.
Los procesos biolégicos y funcionales modifican los cambios que se producen

en la comunidad intestinal (Cheng et al., 2021).

Los factores enddgenos reportan: el estado de salud y la etapa de
progreso del camarén. La entidad bacteriana intestinal de los peneidos varia
segun su desarrollo y su edad. La disposicion de bacterias intestinales en
camarones post-larvas de 14 dias y juveniles de uno y dos meses se reduce
a un 70 %. Cuando llegan a la edad adulta de tres meses puede desarrollar

en un 75 %, teniendo relacion con las dietas aportadas (Li et al., 2018).

2.6  Sistemainmune del camaron

Los camarones no poseen un sistema linfatico; el fluido corporal es el
principal sistema de transporte, la hemolinfa. La sangre de los peneidos se
constituye de agua, células, proteinas y sales inorganicas disueltas (Roy et
al., 2020). Los camarones penden de un sistema inmunitario esencial para

protegerse de los patdgenos siendo los hemocitos células que cumplen un rol
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notable como clave en el sistema inmunitario de los camarones (Fajardo et
al., 2021).

Para contrarrestar las enfermedades infecciosas, los camarones
confian exclusivamente en las respuestas inmunitarias innatas, que tienen
como especialidad ser rapidas, sin un impulso de una memoria inmunolégica
(Norouzitallab et al., 2019). El sistema inmunoldgico de los peneidos colabora
en el reconocimiento de moléculas extrafias, debido a la movilizacion de

distintas moléculas y células iniciando la neutralizacion. (Kulkarni et al., 2020).

La fagocitosis es el aparato de defensa celular en camarones. Esta
accion la cumplen los semi y granulocitos, con la afectacién de ingestion,
guimiotaxis, adherencia, destruccién y exocitosis de patdégenos. Por ejemplo,
las enzimas lisos6micas, actian en la degradacién de polisacaridos, bacterias

Gram negativas, como Vibrios spp. (Amatul et al., 2020).

El exoesqueleto del camardon forma parte de la linea principal de
defensa que logra interceptar la combinacion y penetracion de patdgenos.
Asimismo, el revestimiento quitinoso conocida como membrana peritréfica, se
encarga de proteger el epitelio intestinal de los patdgenos que pueden
ingresar por via oral (Kulkarni et al., 2020).

2.7 Agentes patdogenos de interés en el cultivo de camaroén

La finalidad de la acuicultura en el cultivo de camaron blanco se centra
en optimizar el manejo de las técnicas de produccion, considerando la relacion
de la flora bacteriana en todo el ciclo de cultivo de estos organismos. Las
condiciones de sanidad optimas asociadas pueden resultar positivas, y si ho
mantienen las condiciones naturales, la propagacion de las bacterias

producira una alta mortalidad (Reyes, 2021).

En los cultivos de camarén se ocasionan ambientes artificiales que
facilitan la adaptacion, seleccion y crecimiento combinado de bacterias. Estas
asociaciones bacterianas no tienen riesgo para los organismos en cultivo, a

menos que estén débiles, estresados o inmunodeprimidos (Carrillo, 2017).
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Las bacterias cumplen un rol importante en los ambientes marinos y
dulceacuicolas, debido a que la propagacion de las mismas puede llegar a
asumir efectos positivos o forjar efectos negativos como enfermedades en los
cultivos de camarén. Sin embargo, hay diferentes tipos de asociaciones
simbidticas en las colectividades bacterianas que se forman en la columna de

agua y sustratos (Reyes, 2021).

En la fase de engorde las enfermedades mas infecciosas y letales son
la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) y la de las heces blancas
(WFD), esta ultima se identifica por la presencia de hilos fecales de color
blanco flotando en el agua del cultivo, y se presenta después de los 50 dias
de cultivo, y como resultado un crecimiento lento de los organismos, cosechas
poco productivas, y altas mortalidades. La efectividad de los servicios
terapéuticos aporta un rol fundamental en el control de las enfermedades

acuicolas (Alfiansah et al., 2020).

2.8 Geénero Vibrio

Vibrio spp, género de bacterias Gram negativas, son microorganismos
anaerobios facultativos, fermentadores, no entéricos, y catalasas positivas,
con forma curvada o recta junto con flagelo polar para su movimiento. La
mayoria de las especies poseen la habilidad de fermentar glucosa a través

de la produccion de acido y oxidasa positivo (Sanchez, 2018).

Estas bacterias se distribuyen en los ambientes acuaticos en los
marinos y en los estuarios, conviven con los animales de cultivo, ya que
colonizan las branquias, la cuticula y el tracto digestivo. Cuando el sistema
inmune del camardon se halla suprimido se convierten en patdégenos
oportunistas, donde sus brotes se dan cuando los parametros ambientales
estan en desbalance permitiendo la propagacion de bacterias, las mismas que
son toleradas a niveles bajos de hemolinfa, o cuando las barreras de defensa

del hospedero han sido invadidas por las bacterias (Pefia y Cuéllar, 2019).



Segun Holt et al (2021), hay vibrios que generan enzimas quitinoliticas
lo cual permite su predominancia en medios ricos en quitina como el intestino
de los peneidos, creandose un nicho. No obstante, la accién enzimatica de
algunos vibrios causan efectos negativos en el exoesqueleto y en la salud

animal, presentandose necrosis en la cola y enfermedad roja.

El Vibrio spp. es uno de los patégenos bacterianos de mayor relevancia
en los cultivos de camarén, considerados los responsables de numerosas
enfermedades, produciendo mortalidades de hasta un 100 % a causada por
la Vibriosis (Valenzuela et al., 2020). Sin embargo, no todos los géneros de
Vibrios incorporan microorganismos patdégenos, ya que componen parte del
microbiota intestinal de los camarones. Los causantes de enfermedades en la
etapa larval y engorde resaltan V. harveyi, V. parahaemolyticus, y V. vulnificus
(Reyes, 2018).

Una particularidad de los vibrios se activa, cuando los parametros
ambientales del agua, como la salinidad, pH, temperatura, y los nutrientes,
pueden determinar la presencia como tal de los vibrios en la columna de agua,
debiéndose a que algunas variedades de vibrios son estacionales, pudiendo
estar activos comunmente en verano, con temperaturas cdlidas y las
precipitaciones minimas; y en la temporada de invierno, las bacterias no se

pueden cultivar con facilidad (de Souza y Wan, 2021).

2.8.1 Vibriosis.

Los crustaceos son propensos a la presencia de la vibriosis durante su
ciclo de vida, especialmente en sus primeras etapas de vida, es decir, desde
la fase larvaria hasta que son juveniles. Por otra parte, en el caso de
camarones juveniles, se puede decir que su microbiota intestinal esta ajustado

luego de la metamorfosis de postlarva (de Souza y Wan, 2021).

Los signos clinicos que muestran los camarones enfermos por Vibrio
spp. Son enrojecimiento del cuerpo, branquias rojizas o marrones, baja
ingesta de alimento, hipoxia, nado erratico en la superficie y bordes de las

piscinas. Lesiones ubicadas en la cuticula, branquias y apéndices de color
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negro o marrén tipicas de la enfermedad bacteriana en el caparazén; se
aprecia una musculatura blanda, pérdidas de partes, infecciones en el
hepatopancreas o intestino, inclusive una septicemia extendida (Pefia y
Cuéllar, 2019).

Enfermedad que ha generado cuantiosas pérdidas econdmicas en el
cultivo de camaron es la enfermedad de necrosis hepatopancreatica aguda
(AHPND), llamada también sindrome de mortalidad temprana (EMS). En el
2009 se identific6 en China, extendiéndose principalmente a Asia y
Sudameérica, siendo las cepas de V. parahaemolyticus los causantes de
AHPND, ya que contienen un plasmido que puede expresar los genes de
toxinas. Las cepas pueden colonizar el estdbmago para invadir la

hepatopancreas del camarén (Imaizumi et al., 2021).

Las pérdidas econdmicas en el cultivo de camardén se deben
especialmente a causa de la vibriosis, la cual es una enfermedad producida
por vibrios que mata al camarén originado por la infeccién bacteriana. Por lo
tanto, la industria camaronera ha incluido diferentes estrategias para tener
control sobre la vibriosis, mediante el uso de antibiéticos y probidticos para
neutralizar los agentes patdgenos tanto en camarones como en peces
(Valenzuela et al., 2020).

2.9 Terapéuticos

2.9.1 Uso de antibioticos en acuicultura.

Para neutralizar las enfermedades ocasionadas por bacterias en el
sector acuicola, se ha implementado el uso de antibidticos sobre todo en
paises asiaticos. El uso descontrolado de una variedad de antibiéticos en los
criaderos acuicolas ha acarreado el incremento sobre la salud humana y

principalmente en el ambiente acuético (Silva et al., 2021).

Segun Arenas y Moreno (2018), el uso descomunal y la inexperiencia
en el uso de los antibiéticos en la acuicultura, origina que los productores
empleen dosis altas de los indices determinados, lo cual crea resistencia

microbiana, llegando a librar un impacto ambiental en el medio circundante.
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La resistencia a los antibiéticos se da cuando los patogenos pueden transferir
horizontalmente sus genes resistentes a los plasmidos y a otras bacterias (El-
Saadony et al., 2021).

Como tratamiento contra la vibriosis se emplean antibiéticos como el
florfenicol, enrofloxacina, oxitetraciclina, y en ocasiones norfloxacina; estos
antibiéticos son aplicados de manera inapropiada, sin efectuar analisis previos
de sensibilidad antibidtica, dosis exageradas, pudiendo ser utilizados como
protector, generando la llamada resistencia bacteriana (Aguirre et al., 2021).

2.9.2 Uso de probidticos en acuicultura.
Los probiéticos son microorganismos que suplementados modifican el
microbiota intestinal del hospedero, proporcionan beneficios en su fisiologia

mejorando su salud, y mejora la calidad del agua y sedimentos (Reyes, 2018).

Los Bacillus son una de las especies especialmente utilizadas en los
cultivos acuicolas en la formulacion comercial de alimentos, por su capacidad
de generar elementos inhibitorios y enzimas, y por la facilidad de incluirlos en
los alimentos por lo que sus esporas les conceden una mayor resistencia. Se
conoce que en el L. vannamei produce manchas opacas en la cuticula,
reducen el apetito, una tonalidad azul blanquecina, masculos pélidos, necrosis
y mortandad producida por el uso de B. cereus, Hay que considerar el tipo de

bacteria aplicar en el medio (Vieira, et al., 2017).

2.9.3 Uso de acidos organicos en la acuicultura.

Otras alternativas para neutralizar las enfermedades bacterianas son
los acidos organicos. Poseen acciones antimicrobianas que se fija a la
reduccién del pH. Su principal funcion se debe a la capacidad no disociada de
propagarse libre a través de la membrana celular de los microorganismos

hacia el citoplasma (Gonzalez, 2014).
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La combinacién de diferentes acidos organicos nos ayuda a corregir la
salud digestiva potenciando los efectos antibacterianos en los animales. El
uso de estos compuestos mejora su resistencia inmune mejorando su
crecimiento y reduciendo la mortalidad, redundando efectivamente en los
parametros de produccion. El tipo y la concentracion correcta de acidos
organicos mejora la inmunidad impartiendo propiedades preventivas a la

hepatopancreas del camarén por una vibriosis (Diaz, 2020).

2.10 Los acidos organicos, ¢Qué son?

Son sustancias organicas con varios conjuntos carboxilicos.
Envuelven acidos monocarboxilicos complejos en cadena lineal (C1 - C18) y
derivados, tales como acidos insaturados (sérbico, cinamico), hidroxilico
(lactico, citrico), fendlico (cinamico, salicilico) y multicarboxilico (azelaico,
succinico) con estructura molecular R - COOH, donde R revela el conjunto
monovalente. Estas sustancias se denominan acidos volatiles, acidos

organicos con cadena corta, o acidos débiles (Ng W, 2016).

Comunmente se los conocen como acidos organicos de cadena corta,
acidos volatiles o acidos carboxilicos débiles, que comprenden grupos
carboxilo, los cuales se dividen de la combinacion de grupos funcionales
dentro de un atomo de carbono: grupo oxidrilo y grupo carbonilo. Conservan

caracter acido conocidos como acidos carboxilicos (Reyes, 2014).

Generalmente los acidos organicos de cadena corta son los mas
comunes, son aquellos que cuentan con un pequefio nimero de carbonos (C1
- C6), entre ellos constan los acidos lactico, férmico, citrico, propiénico y sus
sales (Kabir et al., 2021). Durante décadas los &cidos organicos se han usado
como recurso, debido a las propiedades antimicrobianas que poseen, asi
como su capacidad de mejorar el crecimiento y la resistencia a enfermedades
de organismos acuéticos. Su modo de empleo es adicionandolos a los

alimentos, como conservantes (Mahmoud y Shunsuke, 2017).

Su accion envuelve la reducciéon de pH de la digesta, desarrollo de la

integridad intestinal, estimulando las enzimas digestivas y el control de las
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comunidades microbianas intestinales; su virtud ante los microorganismos se
relaciona con el valor de pKa, siendo este el valor del pH en que se puede
disociar el 50 % del acido. La diferenciacion de pKa de los acidos organicos
va desde 3.02 hasta 6.4 para el acido fumarico y citrico individualmente (Kabir
et al., 2021).

Los acidos organicos se pueden utilizar como promotores del
crecimiento en la acuicultura, su aporte a través de los alimentos acuicolas
determina la prohibicién del uso de antibiéticos y permite actuar como

promotores del crecimiento en la produccion (Correa, et al., 2012).

2.10.1 Acido citrico.

Los acidos citricos considerados aditivos y son sintetizados en
laboratorio, asi como también de la naturaleza. Estos &cidos se ubican
habitualmente en todos los tejidos animales como vegetales. Se presentan en
la &cides de las frutas tales como la naranja, naranjilla, pifia, toronja, limon,

entre otros (Cedefio y Mendoza, 2020).

En la acuicultura se emplea como aditivos para potenciar el beneficio
gue estos poseen, por ejemplo, los acidos citricos pueden mezclarse con otros
agregados similares o extractos naturales, mejorando la calidad de los
conservantes en los camarones. Tienen accion positiva en la inhibicion del
crecimiento de microorganismos, la oxidacién de proteinas y lipidos (Zhang et
al., 2021).

2.10.2 Acido ascérbico.

El acido ascoérbico es un gran nutriente con enorme importancia, se lo
usa como medio terapéutico, el cual actia a nivel intracelular. Es un excelente
agente reductor, donde uno de sus bienes es neutralizar los compuestos
reactivos del oxigeno, como el peréxido de hidrogeno que puede llegar a
deteriorar las membranas de los camarones y los peces (Cedefio y Mendoza,
2020). En la acuicultura la carencia de vitamina C puede causar la pérdida de

apetito en camarones, causando una tolerancia al estrés menor, asi como una
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disminucion de las mudas causando altas mortalidades. El acido ascorbico en
las post-larvas de camarones acrecienta la resistencia de infecciones

bacterianas y situaciones de estrés (Cabrera, 2018).

Los compuestos de bajo peso molecular como los acidos ascoérbicos
(Vitamina A o C), al ser combinados y empleados con aditivos mejoran la
actividad enzimética antioxidante, mejorando la resistencia en peneidos,
previniéndolos de enfermedades causadas por géneros Vibrios spp. como el
virus de la mancha blanca, También poseen efecto antioxidante minimizando
los dafios causados por productos oxidativos, incluyéndose los radicales libres
(Poom, 2018).

2.10.3 Acido Acético.

El acido acético generalmente conocido como vinagre, se obtiene
mediante una fermentacién doble (alcohdlica y acética) de una sustancia que
contiene almidones y azucares, dando como resultado una solucién acuosa.
En la industria alimenticia este acido es usado, ya que evita la proliferacion de

organismos patégenos (Cedefio y Mendoza, 2020).

2.10.4 Acido fumarico.

Es un &cido organico débil de cuatro carbonos (CsH404), es constante
a temperatura ambiente, inodoro, no toxico, soluble en agua, encontrandose
naturalmente en plantas y hongos. Al ingerirse por via oral o producirse en el
ciclo del acido citrico actua en la produccion de ATP, otra caracteristica es su
accion antimicrobiana debido a su participacion lipofilica y a su alta disociacién
(pKa), ya que al cruzar la membrana celular bacteriana y disminuir el pH del
citoplasma perturba el metabolismo de las bacterias y sus acciones
enzimaticas, impidiendo su progreso e incitando a la muerte de la célula. (das
Neves et al., 2021).

2.10.5 Acido propionico.

El &cido propionico es acido organico que es usado como fungicida,
conservante y agente microbiano. Este acido es uno de los compuestos que
se pueden considerar seguros, una de las ventajas es que este acido puede
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ayudarnos a mejorar el crecimiento de los camarones. Otra ventaja es que
estos compuestos poseen la restriccion del crecimiento de bacterias, las
cuales se pueden llegar a trascender a través de la pared celular de las
bacterias Gram negativas. El acido propiénico actlia como estimulante de los
efectos inhibitorios en el crecimiento V. harveyi en el camarén (Pourmozaffar
et al., 2017).

2.10.6 Acidos organicos como aditivos nutricionales en los
alimentos.

Dentro de los alimentos consignados a la produccion de camarones es
importante la inocuidad y calidad para compensar y garantizar el desarrollo de
los camarones. Las bacterias, hongos y levaduras pueden alcanzar a
expandirse en el alimento acumulado cuando los factores ambientales como
la temperatura y la humedad se hallen elevados. Los &cidos organicos pueden
usarse en los ensilados de pescado, optimizando la digestibilidad de las
proteinas a causa de la bajada del pH, desnaturalizdndose y aumentando la
accion enzimatica (Reyes, 2014).

Los &cidos organicos se han comenzado a utilizar en la acuicultura
como aditivos alimenticios, para optimizar la inmunidad, crecimiento,
rendimiento y digestibilidad de nutrientes en las especies acuaticas. Estos
componentes organicos al disminuir el pH del ambiente gastrointestinal del
camaron, desarrolla la capacidad de absorcion de los nutrientes digestivos, lo
que permite mejorar el desarrollo del animal. La inclusion de acidos organicos
en el organismo de los camarones aumenta la digestibilidad de la proteina
seca y energia, lo que resulta en mejoras de ganancia de peso (Duan et al.,
2018).

Kirchgessner y Roth (1988), citan diferentes mecanismos de accion de
los AO, entre ellos:
e Disminucion del pH y capacidad preventiva, asi como los efectos

antibacterianos y antifingicos en el alimento.
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e Reduccién del valor de pH por liberacion de iones de hidrogeno en el
estbmago, activando el pepsin6geno que se convierte en pepsina
mejorando la digestibilidad proteica.

e Modulacion del microbiota en el tracto gastrointestinal (TGI).

Los acidificantes presentan propiedades bactericidas y bacteriostaticas
segun el nivel de introduccion en la dieta, ademas de efecto antifiungico
mantiene la higiene de los balanceados. El Aspergillus flavus es un moho
contaminante de los balanceados con aflatoxinas deteriorando el estado de
salud de los animales. El uso de acidificantes al 0.25 - 1 % minimiza el pH en
los balanceados, inhibiendo el desarrollo de patdgenos, conservando la
profilaxis y calidad de los (et al., 2020).

Tabla 2. Acidos organicos y sus efectos en la nutricion animal.
SITIOS DE ACCION EFECTOS FORMA EFECTIVA
Aumento de la actividad de pepsina
Reduccién del pH de estbmago y

Tracto intestinal duodeno H*
Cambios en las concentraciones de
microbiota
Disponibilidad de cationes
(Ca?+, Mg?+, Fe?+, Cu?+, Zn®+) Anion
Metabolismo H*y Anién Efecto antimicrobiano

Reduccién pH
Reduccion del crecimiento

Dieta microbiano H*
Desnaturalizacion de proteinas
Efecto antimicrobiano H* y Anion

Fuente: Reyes, 2014
Elaborado por: La autora
2.10.7 Inhibicién de bacterias patogenas.

Cada microorganismo cuenta con un pH 6ptimo en el que puede
desarrollarse, y un valor de pH donde les resulta imposible progresar, puesto
que el pH intracelular debe estar cercano a la neutralidad, incluso el de los
microorganismos  acidofilos. Los acidos organicos actuan sobre
microorganismos de dos formas indistintas, aunque se encuentren
relacionadas. La primera el efecto antimicrobiano correspondiente a la acidez
por accion de la reduccion del pH extracelular. La segunda, es el efecto

antimicrobiano a causa de la forma no disociada del &cido (Anangono, 2014).
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Las bacterias patdgenas tienen poder de inhibicion efectiva mediante
la adicion de acidos organicos, como las Gram negativas, al reducir el pH en
su medio. Su accion se activa al entrar a la pared celular y librar protones en
el citoplasma, provocando un desequilibrio del pH en la célula. Para mantener
el equilibrio comienza a gastar grandes cantidades de ATP y asi extrae los
protones de la célula. El consumo de ATP crea una deplecion energética que
determina la muerte celular. Al reducir el pH intracelular, los &cidos organicos
poseen la capacidad de formar complejos minerales quelantes, ante todo el
hierro, impidiendo los micronutrientes y reduciendo el progreso de otros

microorganismos (Vieira et al., 2017).

En investigaciones mencionadas por Li et al (2018), se han analizado
diferentes dosis de butirato y propionato como aditivos en los alimentos de
peneidos, donde se ha utilizado concentraciones de 0.5 %, 1 % o0 2 % de cada

sal.

Dentro de las investigaciones citadas por Ng y Koh (2016), reportan la
supervivencia, la actividad enzimatica, la respuesta inmune y la tolerancia a la
vibriosis en el camaron blanco, recomienda una suplementacion de acido
citrico de 2-3 g kg*. Asi mismo la adicién de butirato favorece el microbiota

intestinal de los camarones, obteniendo mejor rendimiento en el crecimiento.

3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacién de lainvestigacion

La investigacion se llevo a cabo en la Camaronera Pitahaya ubicada el
Sector estero Hondo del canton Arenillas de la Provincia de El Oro, entre las
siguientes coordenadas -3.398061, -80.112150.
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Figura 1. Ubicacion de la investigacion: Sector Estero Hondo, Canton
Arenillas, provincia de El Oro
o :

Fuente. Google Heart

3.2 Duracion del proyecto

El trabajo de investigacion conté con una duracion de setenta dias,

empezando con cinco dias previos para el arreglo de materiales limpieza y

desinfeccion, cincuenta dias a realizar la investigacion, campo y aplicacion de

la metodologia.

3.3

Materiales y equipos

3.2.1 Materiales.

e Acidos organicos

e Balanceado comercial

e Acuarios

e Camarones post larvas de camarén blanco (Litopenaeus
vannamei).

e Placas petri

e Tubos de ensayo

e Mechero

3.2.2 Equipos.
e Medidor de pH y temperatura
e Estufa

e Aireadores
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3.3.3 Sustancias.

e Aglutinantes melaza
e Medio de cultivo

e Probiédticos

e Agua salobre

e Agua destilada

3.4 Metodologia

Para el desarrollo de la siguiente investigacion se realizdé un ensayo
para comprobar los efectos de los &cidos organicos en las cargas bacterianas
de Vibrios spp. en el camarén.

3.5 Toma de muestras
Para realizar esta investigacion se obtuvieron 480 ejemplares de la
camaronera “PITAHAYA” con un peso aproximado de 0.8 g los cuales fueron

recolectados y llevados a proceso de adaptacion.

3.4.1 Proceso de aclimatacién de los juveniles.
El proceso de aclimatacion se realizdé durante un periodo de cuatro
horas para evitar el estrés y mortalidad de los ejemplares a causa de la

adaptacion a las nuevas condiciones fisicoquimicas.

3.4.2 Preparacion y manejo de unidades experimentales.
La actividad inhibitoria en el desarrollo de Vibrio parahaemolyticus

(AHPND™) seréa evaluada por la determinacion de la concentracion.

Durante el proceso de investigacibn se manejaron 2 unidades
experimentales o tratamientos con, 3 réplicas para cada acido organico (T1y
T2), mas un control (TO) para cada caso. En cada una de las unidades
experimentales se colocé 30 juveniles de L. vannamei procedentes de la

unidad de aclimatacion, con un volumen de agua 20 litros.
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3.4.3 Preparacion del alimento.

Para realizar las dietas correspondientes se emplearon 2 &cidos
organicos diferentes. El alimento que se utilizé contenia un 35 % de proteina
el mismo que fue mezclado con cada uno de los acidos organicos segun las
dosis recomendadas y para su aglutinacion se utilizd melaza. La dieta
suplementada se suministré durante 25 dias que duré cada Bioensayo o

proceso de investigacion.

3.4.4 Supervivencia.

La supervivencia se considerd periddicamente en las dos unidades
experimentales y en cada control, cada dia se hicieron muestreos durante 25
dias, con 3 réplicas cada tratamiento y mas los testigos.

3.4.5 Disefio experimental.
Los datos que se obtuvieron fueron en base a la supervivencia de cada
tratamiento en funcién de cada &cido organico o tratamiento. Se trabajé en

dos Bioensayos con 2 tratamientos y controles cada uno:

Tratamiento 1 (T1): alimento balanceado con acido organico butirico.

Tratamiento 2 (T2): alimento balanceado con acido organico acético

Tratamiento control (TO): alimento balanceado sin la aplicacion de

acidos organicos.

Tratamiento 1 Tratamiento 1 Tratamiento 1
Ac. Butirico Ac. Butirico Ac. Butirico
Replica 1 Replica 2 Replica 3
Tratamiento 2 Tratamiento 2 Tratamiento 2 BIOENSAYO 1
Ac. Af::etlco Ac. Acético Ac. Acético
Replica 1 Replica 2 Replica 3
Tratamiento 1 Tratamiento 1 Tratamiento1
Ac. Butirico Ac. Butirico Ac. Butirico
Replica 1 Replica 2 Replica 3
Tratamiento 2 Tratamiento 2 Tratamiento 2 BIOENSAYO 2
Ac. Acético Ac. Acético Ac. Acético
Replica 1 Replica 2 Replica 3

Figura 2. Disefio experimental del proyecto
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Elaborado por: La autora

3.6 Variables investigadas

Las variables investigadas fueron la eficiencia de los acidos organicos
B y A considerando su eficiencia con relacion a la sobrevivencia, entre los
acidos organicos y si existiese diferencia entre los tratamientos donde se

aplico.

3.7 Tipo de estudio
Este trabajo de investigacion tuvo un enfoque cuantitativo, de tipo

experimental.

3.8 Especificaciones de los tratamientos

La unidad de andlisis contdé con una poblacién de 480 ejemplares
(camarones), depositados 30 camarones por cada replica. Los camarones
presentaron un peso inicial promedio de 0.8 g con una edad de 15 dias. Los
camarones se manejaron en dos tratamientos con tres repeticiones diferentes

y un testigo o control, durante dos procesos o dos bioensayos.

3.9 Manejo de los camarones en el experimento

Los acuarios o bandejas fueron adaptados para el experimento, con
aireadores, recambio de agua considerando los parametros abioticos
necesarios para crear las condiciones en cautiverio “piscina camaronera” Se
suministré alimento balanceado al 35 % de proteinas y adicionando los dos
tipos de acidos organicos seleccionados para aportarlos como tratamientos,
alimentando los camarones en tres frecuencias diarias: 07h:30; 13h:00;
18h:00.

Los dos bioensayos se desarrollaron desde el 23 de mayo 2023 hasta
el 23 de julio respectivamente en el presente afo, en las instalaciones de la
camaronera Pitahaya ubicada el Sector estero Hondo del canton Arenillas de
la provincia de El Oro. Se seleccionaron 480 camarones del pre criadero,
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aislandolos para la investigacion en las que se aplicaron los procedimientos
rutinarios de manejo y la Unica variable fue la adicion de los acidos organicos
independientemente a través del alimento balanceado. EI alimento
balanceado se adhirié utilizando melaza como aglutinante. Los acidos
organicos se aplicaron a los camarones al peso promedio de 0.8 g a través de
la dieta balanceada durante 25 dias por prueba, las cuales fueron sugeridas

por el profesor.

Estas dos aplicaciones se llevaron a cabo con el fin de contrarrestar los
“eventos susceptibilidad a enfermedades” que suelen darse en la camaronera

generalmente en esas etapas.

3.10 Parametros considerados para su medicion

El registro de datos se dio inmediatamente a partir de la seleccion de
las muestras (camarones), calidad de agua, la salinidad promedio fue de 30
ppt, las temperaturas variaron entre 27.7 y 28.3°C y el oxigeno disuelto

promedio fue de 10.32 ppm por el uso de aireadores

3.11 Lectura de frecuencia de muestreos

La lectura se realiz6 a diario. En horarios de 07h:30; y 18h:00 horas.

3.12 Andlisis estadistico y disefio experimental

El andlisis de datos se desarroll6 con un analisis de test ANOVA de un
factor, para los dos bioensayos de manera independientemente, el modelo fue
implementado el software estadistico SPSS 25, version para estudiantes; los
factores experimentales a probar fueron la aplicacion de los acidos butirico y
acético, junto a un control, para ambos casos, el nivel de confianza

seleccionado para la prueba fue del 95 %, asumiendo un error alfa del 5 %.
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4 RESULTADOS Y DISCUCION
En la tabla 3 muestra un resumen de los descriptivos del disefio
experimental para el bioensayo 1, la sobrevivencia promedio de los
camarones del grupo control fue de 0.6933, con una desviacion estandar de
0.787, los resultados para los dos grupos experimentales se pueden apreciar

en la misma tabla.

Tabla 3. Descriptivos del Disefio Experimental Bioensayo 1
Descriptivos

SOBREVIVENCIA ENTRE TRATAMIENTOS
Intervalo de confianza del

Media Std. Std. 95% para la media

sobrevivencia Deviation Error . . . . i .
Limite inferior Limite superior

Minimo Maximo
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Control 15 .6933 .78692  .2031 .2576 1.1291 .00 1.80

Acido o 4907 44363 1145  1.2470 1.7383 53 2.20
Butirico
Acido
1do 5 473 38771 1001  1.2326 1.6620 60 2.03
Acético
Total 45  1.2111 66703 0994  1.0107 1.4115 00 2.20

Elaborado por: La Autora

La Tabla 4 indica que se cumplieron los supuestos para la prueba
paramétrica ANOVA del bioensayo 1, el test resulté significativo con p valor
de 0.00, por lo que se acepta la hipotesis alternativa y concluimos que los
tratamientos combinados con acido butirico y acido acético en la dieta del

camaron no experimentan diferencias significativas.

Tabla 4. ANOVA del Bioensayo 1
ANOVA BIOENSAYO 1

SOBREVIVENCIA
Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.
Entre grupos 6.048 2 3.024 9.387 .000
Dentro de grupos 13.529 42 .322
Total 19.577 44

Elaborado por: La Autora

En la Tabla 5, se combiné las pruebas post hoc de Tukey, Bonferroni,
gue confirman las diferencias encontradas por el test ANOVA entre el grupo
de control y los tratamientos con acidos butirico y acético, con p valores de
0.001 y 0.002, respectivamente, las pruebas post hoc no detectaron
diferencias entre los dos grupos experimentales o Bioensayos, por lo que se
concluye que en ambos casos la variable independiente influye
significativamente sobre la variable dependiente es decir la sobrevivencia de

los camarones.

Tabla 5. Comparaciones Mdltiples entre los Bioensayo 1 y Bioensayo 2
Comparaciones multiples mayor eficiencia entre los &cidos Butirico y Acético

Variable dependiente: SOBREVIVENCIA

() J) Diferencia Intervalo de confianza del
Tratamiento Tratamiento significativ ~ Std. . 95%
. . Sig. —
s Bio s Bio a Error Limite Limite superior
Ensayo 1 Ensayo 2 (1-9) inferior P

Tukey Acido -.79933" .20724 .001 -1.3028 -.2958

Control -
HSD Butirico
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Acido - 75400 .20724  .002 -1.2575 -.2505

Acético
; Control .79933" .20724 .001 .2958 1.3028
Acido _
Butirico Acido .04533  .20724 .974 -.4582 .5488
Acético
; Control .75400" .20724 .002 ,2505 1.2575
Acido _
Acético Acido -.04533 20724  .974 -.5488 4582
Butirico
Acido -.79933" .20724 .001 -1.3161 -.2825
Control Butirico
Acido -.75400" .20724 .002 -1.2708 -.2372
Acético
Control .79933" .20724 .001 .2825 1.3161
Bonferro Acido
ni Butirico Acido .04533 20724  1.000 -.4715 .5621
Acético
; Control . 75400 .20724 .002 2372 1.2708
Acido _
Acético Acido -.04533 20724  1.000 -.5621 4715
Butirico

*. La diferencia media es significativa al nivel de 0,05. Siendo el acido Butirico el de mayor eficiencia
en ambos casos

Elaborado por: La Autora

Los resultados del Bioensayo 2 confirman los resultados del bioensayo
1, la prueba ANOVA tuvo significancia estadistica con un p valor de 0.023,
confirmando la existencia de diferencias estadisticas significativas entre los
grupos, las pruebas confirman para este bioensayo que no existen diferencias
entre los grupos experimentales. Los resultados se pueden corroborar en la
tabla 6.

Tabla 6. ANOVA Bioensayo 2

ANOVA BIOENSAYO 2

SOBREVIVENCIA

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.
Entre grupos 2.650 2 1.325 4.137 .023
Dentro de grupos 13.453 42 .320
Total 16.102 44

Elaborado por: La Autora

Las pruebas de comparaciones multiples establecen diferencias entre
el grupo de control y los experimentales, mas no entre los tratamientos con

acidos.

Anteriores investigaciones han probado la capacidad antimicrobiana de

los acidos organicos, sus sales o composiciones, ante diversas especies
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microbianas definidas como patdégenos oportunistas en la actividad

camaronera y acuicola (Ng et al., 2009; Park et al., 2011).

La aplicacién de acidos organicos en el alimento en cultivo de especies
acuaticas ha sido tema de investigacion. Esta investigacion provee una
compilacion de conocimiento actualizado del uso de acidos organicos en
alimentos para camarones, con prioridad en la sobrevivencia, el crecimiento,
uso de nutrientes, aporte de minerales, la microbiota intestinal y resistencia a
enfermedades. Investigaciones recientes indican el beneficioso impacto de
estas sustancias organicas en la dieta con impacto en el crecimiento y salud

del camaron.

Silva (2021), curiosamente indica que encontraron que la capacidad
inhibidora de las sales organicas en tres especies de Vibrio, incluido V.
harveyi, fue significativamente menor en comparacion con los acidos butirico
y acético. Particularmente los acidos organicos pueden fortalecer la microbiota
del camardn. Ademas, se ha realizado una exploracion sobre la comprensién
actual y la aplicacion de los acidos organicos en los alimentos de especies
acuaticas revelando que los efectos favorables sobre la sobrevivencia,
crecimiento y la salud de los camarones parecen depender del tipo y calidad

de los acidos organicos y condiciones de cultivo segun (Ng y Koh 2016).

El complemento de acidos organicos al alimento de camardn blanco
aumento significativamente la resistencia a V. parahaemolyticus y sugirié que
aumentaba la resistencia a enfermedades por vibriosis fomentando la salud

de los camarones (Ng et al. 2015; Romano et al. 2015).

Este estudio comprobd el poder inhibitorio de dos diferentes acidos
organicos ante cepas de V. parahaemolyticus (AHPND+) que desarrollan la
patologia denominada Enfermedad de Necrosis Hepatopancreéatica Aguda
(AHPND) en camarones, la inhibicion demostré en cada &cido orgéanico.

4.1 Actividad antimicrobiana entre acidos organicos
Este trabajo evalud el efecto entre acidos organicos con mayor actividad

inhibitoria ante las cepas de V. parahaemolyticus (AHPND™), obtenidos del
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ensayo.

4.1.1 Acidos orgéanicos

Los &cidos butirico y acético mostraron actividad antimicrobiana
individualmente. A mas de ser estadisticamente distintos (P < 0.05) a la media
de inhibicién identificados los factores y sus niveles que presentan un
resultado significativo sobre la variable sobrevivencia, se sujeto el andlisis
para representar con mayor detalle los resultados, con respecto a controlar la
mortalidad por causa de una vibriosis producida en el evento, donde los
camarones se sembraron con un peso promedio 0.8 g dentro de los 15 dias

de la siembra.

La investigacién comparada con Da Silva et al (2013), nos proporciona
el potencial uso de los acidos organicos como agregados en la alimentacién
de camarones marinos y su efecto sobre las especies de Vibrio (Vibrio harveyi,
V. alginolyticus y V. anguillarum) a valores de pH (6.2 y 7.1), la inhibicion
resulté ser muy buena en los dos casos al utilizar &cidos, citrico, acético,
butirico, y propionico. Los principales resultados fueron alcanzados con
acetato, butirato y propionato de sodio. Resultados similares, son reportados
en esta investigacion. La capacidad de inhibir el crecimiento de V.
parahaemolyticus (AHPND+) por efecto de los acidos butirico y acético a un
pH 5.5, result6é ser significativamente alto relacionado con los promedios de

sobrevivencia de camarones al final de este proceso.

Tabla 7. Acido butirico aplicado en alimento para camarones

TRATAMIENTO 1: ACIDO BUTIRICO APLICADO EN ALIMENTO PARA CAMARONES

T1 AC.BUTIRICO

R1 06,66% M.V.P. R2 13,33% V.P. R3 06,66% V.P.
SOBREVIVENCIA — SOBREVIVENCIA—  SOBREVIVENCIA
80% 13,33% M.O.C. 73,33 % 13,33% SANOS 80 % 13,33% SANOS

PROMEDIO DE SOBREVIVENCIA = 77,77% PROMEDIO DE MORTALIDAD = 22,22%

Elaborado por: La Autora

Resumen tratamiento 1: Promedio 77.77 % de sobrevivencia

Promedio 8.88 % de mortalidad causada por vibrios

Promedio 13.33 % de mortalidad por otras causas
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Tabla 8. Resumen Acido Acético, tratamiento 2 adicionado al alimento para
camarones en Bioensayo N° 1
TRATAMIENTO 2: ACIDO ACETICO APLICADO EN ALIMENTO PARA CAMARONES
T2 AC.ACETICO

R1 20,00 % M.V.P. R2 13,33% V.P. R3 13,33% V.P.
SOBREVIVENCIA — SOBREVIVENCIA — SOBREVIVENCIA
73,33 % 06,66 % M.O.C. 80,00 % 06,66 % SANOS 80 % 06,66 % SANOS

PROMEDIO DE SOBREVIVENCIA = 77,77% PROMEDIO DE MORTALIDAD = 22,22%

Resumen tratamiento 2: Promedio 77.77 % de sobrevivencia

Promedio 15.55 % de mortalidad causada por
vibrios.

Promedio 06.66 % de mortalidad por otras causas

Tabla 9. Resumenes promedios de Sobrevivencia entre tratamientos y
el control en el Bioensayo N° 1

DISENO EXPERIMENTAL BIOENSAYO 1

Sobrevivencia X  Sobrevivencia X Sobrevivencia X
CONTROL AC. BUTIRICO AC. ACETICO

Sobrevivencia X 46.67 % 77.77 % 77.77 %
Elaborado por: La Autora

NO

Tabla 10. Resumen Acido Butirico, tratamiento 1 adicionado al alimento para
camarones en Bioensayo N° 2

TRATAMIENTO 1: ACIDO BUTIRICO APLICADO EN ALIMENTO PARA CAMARONES

T1 AC.BUTIRICO

R1 06,66 % M.V.P. R2 13,33% V.P. R3 20,00 % V.P.
SOBREVIVENCIA — SOBREVIVENCIA SOBREVIVENCIA
80 % 13,33 % M.O.C. 73,33 % 13,33 % SANOS 73,33 % 06,66 % SANOS

PROMEDIO DE SOBREVIVENCIA = 75,565 % PROMEDIO DE MORTALIDAD = 24,43 %

Elaborado por: La Autora

Resumen tratamiento 1: Promedio 75.55 % de sobrevivencia

Promedio 13.33 % de mortalidad causada por vibrios

Promedio 11.10 % de mortalidad por otras causas
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Tabla 11. Resumen Acido Acético, tratamiento 2 adicionado al alimento para
camarones en Bioensayo N° 2

TRATAMIENTO 2: ACIDO ACETICO APLICADO EN ALIMENTO PARA CAMARONES

T2 AC.ACETICO

R 1 20,00 % M.V.P. R2 20,00 % V.P. R3 13,33% V.P.
SOBREVIVENCIA — SOBREVIVENCIA SOBREVIVENCIA
73,33 % 06,66 % M.O.C. 66,66 % 13,33 % SANOS 73,33 % 13,33 % SANOS

PROMEDIO DE SOBREVIVENCIA =71,10%  PROMEDIO DE MORTALIDAD = 22,22 %

Elaborado por: La Autora

Resumen tratamiento 2: Promedio 71.10 % de sobrevivencia

Promedio 17.77 % de mortalidad causada por
vibrios

Promedio 11.10 % de mortalidad por otras causas

Tabla 12. Resumenes promedios de Sobrevivencia entre tratamientos y el
control en el Bioensayo N° 2
DISENO EXPERIMENTAL BIOENSAYO 2

NO SOBREVIVENCIA X  SOBREVIVENCIA X SOBREVIVENCIA X
CONTROL AC. BUTIRICO A. ACETICO

Sobrevivencia X 50.50 % 75.55 % 71.10 %
Elaborado por: La Autora

Tabla 13. Relacion costos de productos de tipo organico y antibioticos

Producto Dosis preventiva Dosis curativa Costo / Kg
Acidos organicos 2 a3g/kgalimento 8 g/ kg alimento $5.50Kg * N
° 978 97 g $15.00Kg *E

e Dosis tratamiento
Antibiéticos 15 g / kg de alimento $ 45.00 kg

Elaborado por: La Autora

*N: Producto nacional
*E: Producto extranjero

En la Tabla 13, podemos analizar la diferencia de costos con respecto al uso
de acidos orgéanicos; la cual nos permite obtener un producto camarones
amigables con el ambiente, sanos sin trazas de elementos nocivos para la

salud en el tejido de los camarones; con relacion al uso de antibidticos que es
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efectivo pero la calidad del camarén varia negativamente por ser sustancias

nocivas para la salud a largo plazo en el caso de la salud humana.
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones
Al finalizar este proyecto de investigacion, se evaluaron todos los

resultados de cada pardmetro y se llegé a la conclusién:

e La presente investigacion demostré el amplio poder inhibitorio que
tienen los acidos orgénicos; A. Butirico y A. Acético, al inhibir el
progreso de las cepas de V. parahaemolyticus afines con AHPND™ en
camarones considerandose un  significativo porcentaje  de

sobrevivencia entre los tratamientos

e Los dos reactivos acidos presentaron poder inhibitorio antimicrobiana
frente a cepas de Vibrios parahaemolyticus. Evitando la mortalidad.

e Los valores de concentracion inhibitoria (IC) observados en los acidos
organicos aplicados apuntan a que estos acidos imparten poder ante la

infeccidn por vibriosis.

e La aplicacién de la metodologia en este estudio da respuesta para
identificar que los &cidos organicos butirico y acético presentan

propiedades con enorme efecto antimicrobiano positivo.

e El presente trabajo se puede utilizar como referencia en
investigaciones futuras cuyo objetivo sea evaluar el efecto
antimicrobiano de compuestos organicos, alternos como inhibidores de
crecimiento de cepas causadas por vibriosis aportando a la salud de
los camarones y en consecuencia mantener niveles altos de

sobrevivencias
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5.2 Recomendaciones

Con base a los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion,

se recomienda lo siguiente:

Se realice evaluacion de los multiples efectos reactivos (antioxidante,
metabdlica e inmune) en la adicién de acidos organicos propuestos en
esta investigacion como agregados en alimentos balanceados para
camarones L. vannamei.

Deben realizarse futuras investigaciones para comprobar y ponderar
los compuestos quimicos en extractos acéticos con accion

antimicrobiana, sobre Vibrios parahaemolyticus.

Se establezca el efecto que induce el uso sinérgico de los acidos
organicos sobre la asociacion microbiana en los camarones y el
entorno de cultivo.

Se analice la expresion genética de microorganismos patdgenos, que
nos permita conocer el mecanismo de accion de compuestos organicos

con accion antimicrobiana.
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RESUMEN DE BIOENSAYO N°1Y N° 2

Tabla 13.- Adicion de acido Butirico al alimento balanceado suministrado a los camarones en edad juvenil

e SOBREVIVENCIA ~ MORTALIDAD Ne  SOBREVIVENCIA  MORTALIDAD Ne  SOBREVIVENCIA  MORTALIDAD
PROMEDIO % VIBRIOSIS PROMEDIO % VIBRIOSIS PROMEDIO % VIBRIOSIS
1 1,8 1 1,7 1 1,9
2 1,6=VP 2 1,6 2 1,9
3 2,3 3 1,0=0 3 1,6
4 2,1 4 2,2 4 1,3=0
5 2,4 5 1,9 5 1,6=0
6 2,1=0 6 2,0 6 1,5
7 1,9 7 2,4 7 1,5
8 1,9 8 0,9=VP 8 1,8
9 2,3 9 2,2 9 2,1
10 1,7 10 2,0 10 2,0
11 2,1 11 0,8=0 11 1,6
12 2,4 12 1,8 12 1,8
13 1,7=0 13 1,9 13 1,7
14 1,6 14 1.7=VP 14 1,3=VP
15 1,9 15 1,9 15 1,8
P.X 24,4=2,03 54=1.8 P.X 21,6=1,96 4,4=1,1 P.X 20,2=1,68 4,2=14

M.V.P. = MUERTE POR VIBRIOSIS PARAHEMOLITICO
M.O.C. = MUERTE OTRA CAUSA (SANOS)

La tabla indica la sobrevivencia de los camarones con un 77,77 % mortalidad por vibrios 8,88 % y muertos por otras causas el
promedio fue de 13.33 % en las tres repeticiones donde se aplicd acido Butirico; dando interesantes resultados como preventivo
para evitar la enfermedad y obtener porcentajes de sobrevivencia. La investigacion de Lightner. 2013, indica la actividad de los efectos
de los acidos organicos con respecto a las enfermedades bacterianas considerando la sobrevivencia con vector ha evaluar.
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RESUMEN DE BIOENSAYO N°1Y N° 2

Tabla 14.- Adicion de acido Acético al alimento balanceado suministrado a los camarones en edad juvenil

N SOBREVIVENCIA MORTALIDAD No SOBREVIVENCIA MORTALIDAD INTS SOBREVIVENCIA MORTALIDAD
PROMEDIO % VIBRIOSIS PROMEDIO % VIBRIOSIS PROMEDIO % VIBRIOSIS
1 1,9 1 1,5= VP 1 1,7
2 2,0 2 1,9 2 1,5=0
3 2,0 3 1,8 3 1,8
4 1,9 4 1,8 4 1,9
5 2,1 5 1,7= VP 5 1,9
6 1,9 6 1,9 6 1,4= VP
7 1,5= VP 7 2,1 7 1,5
8 1,8 8 1,6 8 1,9
9 2,0 9 1,8 9 1,7= VP
10 1,6=0 10 1,7=0 10 1,8
11 1,5 11 1,9 11 1,7
12 2,1 12 1,9 12 2,1
13 1,7= VP 13 2,1 13 1,8
14 1,8= VP 14 1,7 14 1,7
15 1,8 15 1,8 15 2,0
P.X  21,0=1,90 6,6=1,65 p.x 22,3=185 4,9=1,6 P.Xx  21,8=181 4,6=1,53

M.V.P. = MUERTE POR VIBRIOSIS PARAHEMOLITICO
M.O.C. = MUERTE OTRA CAUSA (SANOS)

Valenzuela et al (2020). Indican la eficiencia del uso de sales organicas en la dieta de camarones, considerando el sistema inmune

con elemento a proteger y evitar mortalidades, La siguiente tabla indica la sobrevivencia de los camarones, en un 77,77 %; 15,55 %

48



mortalidad por vibrios y por otras causas 6,66 % en las tres repeticiones donde se aplicé acido Acético; los resultados muestran ser

un excelente preventivo para evitar la enfermedad y obtener buenos porcentajes de sobrevivencia.

RESUMEN DE BIOENSAYO N°1Y N° 2

Tabla 15.- Control o testigo 1 suministro de alimento balanceados para camarones en edad juvenil sin acidos organicos

SOBREVIVENCIA MORTALIDAD

=z
)

PROMEDIO % VIBRIOSIS
1 1,3=VP
2 1,8
3 1,5=0
4 1,1
5 1,5
6 1,2=VP
7 1,6
8 1,1=VP
9 1,3
10 1,5=VP
11 1,6=0
12 1,8
13 1,7=VP
14 1,8=VP
15 1,3
P. X 10,4=1,48 11,7=1,46

M.V.P. = MUERTE POR VIBRIOSIS PARAHEMOLITICO
M.O.C.= MUERTE OTRA CAUSA (SANOS)
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